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第 1 章 序論 
 
シイタケやヒラタケなどの白色腐朽
菌は木質中に存在しているリグニンを
分解するためにリグニン分解酵素を分
泌する。リグニンはヒドロキシフェニ
ルプロパンを基本単位とする複雑な三
次元網目構造の高分子化合物で (Fig. 
1-1) 、物理的・化学的に非常に安定で
ある。自然界では植物の細胞間にセル
ロースと結合した状態で存在し、細胞
壁同士を接着する役割を果たしている 
[1]。このリグニンを分解して栄養源と
なるセルロースを得るために、白色腐
朽菌がリグニン分解酵素を分泌する様
になったと考えられている。 
リグニン分解酵素とは、マンガンペルオキシダーゼ (MnP)、リグニンペルオキシ
ダーゼ、ラッカーゼなどの総称で、リグニンを酸化して低分子化やフミン酸の生成
を行う酵素である。そのため、これまでに紙・パルプ製造や反芻家畜飼料の消化性
向上処理などに利用されている [2]。さらに、リグニン分解酵素は基質特異性が低
く、リグニン以外にもダイオキシン類や環境ホルモン、染料などの様々な難分解性
化合物も分解できることが報告されており、汚染された土壌や地下水の浄化 (バイ
オレメディエーション) への適用も検討されてきた [3-5]。また、昨今話題となっ
ている非可食バイオマスからのバイオ燃料生産の前処理などへの適用も期待され
ている [1, 6]。現在実施されているバイオマスの前処理技術には物理化学的方法が
用いられているが、高エネルギーを必要とし、環境負荷が大きく、エタノール生産
菌株に対する毒性物質が副生成してしまうなどの多くの問題点があるため、それに
代わる方法が望まれている。以上の様なバイオプロセスを実現化するためには、こ
れらリグニン分解酵素を大量にかつ安価に生産できるプロセスを開発することが
必要とされている。そのために、遺伝子組換えや培養条件の最適化などの様々な検
Fig. 1-1   Structure of lignin complex 
CH
CH
CH
O
O CH
O CH
CH O
CH2
CH O
CH
CH
CH2
O
CH2
CH2
OH
R
CH2OH
CHOH
OCH3
CH2OH OCH3
CHOH
CH2OH
CH2OH
H3CO
CH2OH
H3CO
H3CO
CH2OH
H3CO
- 2 - 
討が行われてきたが、ラッカーゼを除いて実用段階には至っていないのが現状であ
る。本研究ではリグニン分解酵素のうちの MnP の生産に注目し、本章では MnP 生
産に関する研究の現状や問題点について簡単にまとめた。 
 
1-1 マンガンペルオキシダーゼ 
マンガンペルオキシダーゼ (MnP) は活性中心にヘムを含むグリコプロテインで 
(Fig. 1-2) [7]、pI 値が約 4 ~ 5、分子量が約 45 kDa の酵素である。Phanerochaete 
chrysosporium では、マンガン濃度が高いときに 4 種類の MnP アイソザイムが分泌
されることが報告されている [8]。MnP は過酸化水素の存在下において Mn2+を
Mn3+へと酸化する反応を触媒する [4]。その詳細を Fig. 1-3 に示す。MnP は過酸化
水素により Compound I と呼ばれる酸化状態となり、Mn2+を Mn3+に酸化して自身は
Compound IIと呼ばれるもう 1つの酸化状態となる。Compound IIはさらに別のMn2+
を Mn3+に酸化して、自身は還元状態のマンガンペルオキシダーゼに戻る。このと
き生成される Mn3+は非常に反応性が高く、自然界ではシュウ酸やマロン酸などの
有機酸によるキレート化で安定化される。この比較的小さい Mn3+－有機酸錯体が
酵素から拡散していき、リグニン分解の際の酸化剤として働くと考えられている 
Fig. 1-2  Structure of MnP from 
Phanerochaete chrysosporium 
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Fig. 1-3  Catalytic cycle of MnP 
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[9, 10]。また、マンガン存在下、非存在下
の両条件でフェノール性化合物を酸化で
きるアイソザイムが存在することも報告
されており、”versatile peroxidase (VP)”や
RBP と称されている [11, 12]。マンガン
非存在下での反応機構は、リグニンペル
オキシダーゼの反応と同様であると考え
られている (Fig. 1-4)。これらの酵素によ
るリグニン分解反応は、リグニン酸化中
に生成される様々なカチオンラジカルが
関与する非常に複雑なラジカル反応で、
フェノールの酸化や非フェノール性芳香環の開裂も触媒すると考えられている。本
研究で用いる L-25 株は MnP を優先的に生産し、その MnP はダイオキシン類やビ
スフェノール A、種々の染料を分解可能であることが確認されている。 
 
1-2 MnP 生産菌株 
リグニン分解酵素は、白色腐朽菌や褐色腐朽菌、軟腐病を引き起こす子嚢菌類や
不完全菌類などの多くの木材腐朽菌によって分泌されることが報告されている。高
いリグニン分解酵素生産能をもつ菌株としては、Bjerkandera adusta, Coriolus hirstus, 
Nematoloma flowardii, Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor などが挙げら
れる。その中でも、現在最も研究が進んでいるのは Phanerochaete chrysosporium で
ある。最近では P. chrysosporium のゲノム解析が行われるなど遺伝子的解析が進み 
[13]、遺伝子組換え菌株の取得も行われるようになってきた。Table 1-1 にこれまで
報告されている菌株の MnP 活性値 (文献値) をまとめた。最近になってもなお、新
たな有用菌株の探索が行われ、遺伝子組換え体が検討されているにもかかわらず、
その値はいづれも非常に低く、実用レベルには程遠いといえる。因みに、versatile 
peroxidase を分泌する菌株に関しては、Pleurotus 属や Bjerkandera 属の一部しか報
告されていない [12]。 
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Fig. 1-4  Catalytic cycle of VP in the 
absence of manganese 
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Table 1-1   Comparison of MnP production 
Microorganism 
Max. MnP activity 
[U/mL] 
Ref 
Lentinus edodes 1.54 [14] 
Nematoloma flowardii b19 1.97 [15] 
Phanerochaete chrysosporium 2.80 [16] 
Pleurotus ostreatus no.42 3.95 [17] 
Bjerkandera adusta UAMH7308 5.54 [18] 
Coriolus hirsutus Strain 075 7.50 [19] 
(genetically modified microorganism)   
Pichia pastoris SMD1168H 2.49 [20] 
Pleurotus ostreatus 7.30 [2] 
 
1-3 MnP 生産条件 
MnP 生産に大きな影響を与える培養条件としては、温度や pH、攪拌状態、溶存
酸素濃度、固定化などの様々なファクターが関与することが報告されている [1, 
21]。その中でも特に報告例が多いのは培地組成の影響である。菌株による特異性
もあり、報告されている最適条件にはばらつきもあるが、カルシウムやマンガン、
鉄、亜鉛、銅、マグネシウムなどの微量金属が必要であるとされており [22, 23]、
中でもマンガンの添加が MnP 生産の調節に重要であることが分かっている [3, 21, 
24]。また、炭素源や窒素源の濃度が MnP 生産にとって重要であるということも共
通した見解となっている [25-29]。MnP などのリグニン分解酵素は二次代謝産物で
あるため、一般的に、白色腐朽菌がリグニン分解酵素を生産するためには炭素や窒
素、硫黄などの栄養制限条件でなくてはならない [1, 28]。そのため、これまでに
報告されている白色腐朽菌では、窒素濃度を制限して MnP 生産が行われている。
しかしながら、培地中の菌体が生存して生産状態を保ち続けるためには炭素源や窒
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素源などのエネルギー源が必要であるというジレンマを抱えており、これが MnP
の大量生産にとっての障壁となっていると考えられる。その他にも、報告例は少な
いが、P. chrysosporium では種々のアミノ酸の添加がリグニン分解酵素の生産を抑
制し、その中でもグルタミンやグルタミン酸が最も強い抑制効果をもつと報告され
ている [30, 31]。グルタミン酸の添加は、単に生産を抑制させるだけでなく、既に
生産された酵素をも不活化させてしまうとして重要視されている。 
 
1-4 本論文の概要 
以上のような背景から、本研究では、マンガンペルオキシダーゼを低コストで大
量に生産する方法を開発することを目的とした。これまでに新規有用菌株の取得や
培養方法の検討などが行われてきたが、一般的な白色腐朽菌は炭素源や窒素源を制
限した栄養飢餓状態でのみリグニン分解酵素生産が誘導されるという性質をもっ
ているため、その生産性は実用レベルには達していない。そこで、白色腐朽菌 L-25
株のマンガンペルオキシダーゼ生産に及ぼす窒素源やアミノ酸の影響および培地
組成の最適化について検討を行い、実用レベルのマンガンペルオキシダーゼ生産を
目指した。以下にその概要を記述する。 
第 1 章では、これまでに報告されている菌株や培養方法などを中心に、研究の背
景となるマンガンペルオキシダーゼ生産の現状について簡単にまとめ、問題点およ
び目的について記述した。 
第 2 章では、L-25 株のマンガンペルオキシダーゼ生産性を向上させるために、
応答曲面法を用いて培地組成の影響の解析および最適化を行った。その結果、L-25
株は既報の文献値の中で最も高いマンガンペルオキシダーゼ生産性を示し、『窒素
源濃度が高い培地でもマンガンペルオキシダーゼ生産が抑制されない』という他の
白色腐朽菌とは異なる性質を持っていることが明らかとなった。 
第 3 章では、培養原料の低コスト化を図るために、デンプン加工工場で発生する
じゃがいも加工廃水を用いたマンガンペルオキシダーゼ生産を検討した。その結果、
Potato dextrose broth培地の1/10 ~ 1/20程度のコスト (試薬レベル) で2 ~ 3倍のマン
ガンペルオキシダーゼ活性が得られ、じゃがいも加工廃水が安価な培養原料として
適していることが明らかとなった。この時、Potato dextrose broth 培地ではみられな
かった急激なグルコースの消費がみられたため、じゃがいも加工廃水には代謝を活
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性化する何らかの有効物質が含まれているものと考えられる。そこで、じゃがいも
加工廃水に多く含まれているアミノ酸に注目し、そのマンガンペルオキシダーゼ生
産への影響についても検討を行った。その結果、L-グルタミン酸と L-アスパラギ
ン酸、L-セリンはマンガンペルオキシダーゼ生産を 2 ~ 3 倍に増加させたのに対し
て、L-フェニルアラニン、L-チロシン、L-ロイシン、L-リジンはマンガンペルオキ
シダーゼ生産を 1/2 以下に減少させた。その中でも、L-フェニルアラニンによる阻
害には L-phenylalanine ammonia-lyase が関与していることが示唆されている。L-フ
ェニルアラニン等による阻害メカニズムを解明することは、更なる生産性の向上や
食品加工廃棄物などの低コスト培養原料の利用につながる重要な情報となると考
えられる。 
第 4 章では、マンガンペルオキシダーゼの生合成経路に関する調査を行うために、
まずはヘムの生合成経路に注目した。マンガンペルオキシダーゼを構成しているの
は活性中心のヘムとタンパク質であるため、ヘムの前駆体を添加することによって
マンガンペルオキシダーゼ生産へのヘムの生合成経路の寄与について調査を行っ
た。ヘムの前駆体の添加はマンガンペルオキシダーゼ生産に大きな影響を与えなか
ったため、L-25 株のマンガンペルオキシダーゼ生合成にとってはヘムの合成経路
よりもタンパク質合成経路の方が重要な役割を果たしていると考えられる。 
そこで、第 5 章では、タンパク質合成経路へのアミノ酸の影響を調べることを目
的とし、real-time RT-PCR 法を用いた遺伝子発現解析法によって転写レベルでの影
響を検討した。初めに糸状菌からの DNA・RNA 抽出条件の検討を行ったところ、
ビーズによる破砕を行うことで効率的な抽出が可能となった。また、L-25 株の 18S 
rDNA 塩基配列の分子系統解析やマンガンペルオキシダーゼ遺伝子の塩基配列解
析により、L-25 株は Bjerkandera 属に非常に近い菌株であることが明らかとなった。
さらに遺伝子発現解析では、L-フェニルアラニンによるマンガンペルオキシダーゼ
生産の阻害が転写レベルで起こっていることが示唆された。一方、L-phenylalanine 
ammonia-lyase によって L-フェニルアラニンから放出されると考えられるアンモニ
ウムイオンの遺伝子発現抑制効果は低かったため、L-phenylalanine ammonia-lyase
以外の阻害経路が存在していると考えられる。 
第 6 章では、総括として本研究で明らかとなった結果をまとめるとともに、今後
の課題についても記述した。 
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第 2 章 培地組成の最適化 
 
2-1 緒言 
これまでに、Phanerochaete chrysosporium [1-4] や Bjerkandera sp. [5, 6] などの多
くの白色腐朽菌を用いて MnP 生産に関する研究が行われ、一般的な白色腐朽菌は
窒素や炭素、硫黄源を制限しなければ MnP を分泌しないと報告されている [3, 7]。
培地中の菌体が生産状態を維持し続けるために栄養源が必要であるのに対して、
MnP 生産が低栄養源下でのみ誘導されるという事実が、工業レベルでの MnP 生産
を困難にしている。 
さらに、遺伝子組換え菌株も検討されているが、問題点も多く実用レベルには達
していない。例えば、Escherichia coli への異種発現システムの導入では、糖鎖を持
たない組換え酵素が生産されるためリフォールディングする必要がある [8]。また、
酵素活性を得るためには、培養液へのヘムやカルシウムのさらなる添加が必要であ
る [9]。一方、Pleurotus ostreatus への同種発現の例では、6%の小麦ふすまを添加し
た PGY 培地を用いて 30 日で 7.30 U/mL の MnP が生産された [10]。ところが、こ
の値は組換え前の野生株のものと比べてもそれほど高くはない。 
以上のような現状の中、当研究室では白色腐朽菌 L-25 株による MnP 生産の検討
が行われてきた [11-13]。培養条件 (振盪速度や温度など) や培地組成 (糖や窒素源、
誘導物質など) の MnP 生産への影響が既に十分に調査されており、中でも初期 pH 
[11] やマンガン (Mn2+) 濃度 [12]、窒素源濃度 [13] が特に重要なファクターであ
った。また、既報の菌株とは異なり、L-25 株は比較的高い窒素源濃度においても
MnP 生産が可能であった。そこで本章では、初期 pH と Mn2+濃度、窒素源濃度の 3
つのファクターに注目し、L-25 による MnP 生産への影響について応答曲面法を用
いて検討するとともに、培地組成の最適化を試みた。 
 
2-2 実験方法 
2-2-1 試薬 
Potato dextrose broth、Polypepton、ポテトデキストロース寒天培地「ニッスイ」は
それぞれ Becton, Dickinson and Company 製、日本製薬製、日水製薬製を使用した。
Manganese (II) sulfate (tetrahydrate, pentahydrate) (特級) と malonic acid disodium salt 
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monohydrate はナカライテスク製を使用した。その他の試薬は試薬グレードのもの
を適宜使用した。 
 
2-2-2 菌株 
菌株は、全章を通して白色腐朽菌 L-25 株を用いた。L-25 株は 18S rDNA 分析に
よって Polyporales 目に属することが分かっているが、それ以上の情報は未詳であ
る [14]。L-25 株の保存は、約 2 カ月毎に継代培養することによって行った。ポテ
トデキストロース寒天培地 (7 mL) のスラント上に菌糸体を接種して 30°C で 5~6
日間静置培養した後、冷蔵室 (4°C) で保存した。 
 
2-2-3 培養液 
培養液には Potato dextrose broth (PDB) を用い、Polypepton (窒素源) と MnSO4 を
適宜添加した。初期 pH は、オートクレーブ前に 0.5 M HCl または 0.5 M NaOH に
よって調整した。本章では大きく分けて 3 つの検討を行っているため、それぞれの
培地組成の詳細を以下に記す。 
 
a) One-factor-at-a-time strategy による予備検討 
One-factor-at-a-time strategy による予備検討では Polypepton 濃度と Mn2+濃度、初
期 pH をそれぞれ変化させた。初期 pH と Mn2+濃度の検討では、PDB 培地をそ
のまま使用し、初期 pH を 4 ~ 8 の範囲で、Mn2+濃度を 0 ~ 2 mM の濃度範囲で変
化させた。Polypepton 濃度の検討では、0.1 mM MnSO4·4-5H2O を含む PDB 培地
を用い、3 ~ 40 g/L の濃度範囲で変化させた。 
b) 応答曲面法による培地組成の検討 
応答曲面法による培地組成の検討では PDB 培地を使用した。Mn2+濃度、
Polypepton 濃度、初期 pH は、それぞれ 0.006 ~ 2.816、1.78 ~ 54.74、4.68 ~ 7.32
の範囲で変化させ、Central Composite Design に基づいて実験計画を組んだ。 
c) 最適培地による MnP 生産 
最適培地での培養では PDB 培地に Mn2+ 1.0 mM、Polypepton 45 g/L を添加し、初
期 pH を 6.2 とした。 
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2-2-4 培養方法 
前培養としては、スラントから 1 白金耳の菌体を採り、ポテトデキストロース寒
天培地 (φ 9 cm, 20 mL) のプレートの中心に接種し、30°C で 5 日間培養した。その
後、プレートの端から 1 cm ほど内側をコルクボーラーで直径 1 cm にくり抜き、そ
の 1 ディスクを培地 100 mL を含む 500 mL バッフル付き三角フラスコ (ASAHI 
TECHNO GLASS 製, TE-32) 中に加えて培養を開始した。培養は回転振盪器 (温度
30°C、振盪速度 150 rpm、振幅 3 cm) を用いて行った。特筆しない限り、実験は少
なくとも 2 回行った。 
 
2-2-5 分析方法 
a) MnP 活性 
MnP 活性は Wariishi らの方法に基づいて測定した [15, 16]。反応混合液 (3.0 
mL) 中には 50 mM malonic acid disodium salt monohydrate (pH 4.5)、1.0 mM 
Manganese (II) sulfate、0.1 mM hydrogen peroxide (H2O2) と培養液上清 (100 μL) 
が含まれている。反応は H2O2 溶液 (100 μL) の添加によって開始し、Mn3+－マ
ロン酸錯体 (ε = 11,590 M-1 cm-1) の形成速度を 270 nm で 1 分間測定した。培養
液の上清は、吸光度の変化が 0 ~ 0.5 min-1 の範囲内に収まるように希釈した。
MnP 活性 1 U は、25°C で 1 分間に 1 μmol の Mn2+を Mn3+に酸化する酵素量と定
義した。 
b) ラッカーゼ活性 
ラッカーゼ活性は Wolfenden and Wilson の方法によって測定した [17]。反応混
合液  (3.2 mL) 中には 93.8 mM acetic acid (pH 4.5)、0.16 mM 2,2’-azinobis 
(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) と培養液上清 
(100 μL) が含まれている。反応は ABTS 溶液 (100 μL) の添加によって開始し、
ABTS+● (ε = 36,000 M-1 cm-1) の形成速度を 420 nm で 1 分間測定した。培養液の
上清は、吸光度の変化が 0 ~ 0.5 min-1 の範囲内に収まるように希釈した。ラッカ
ーゼ活性 1 Uは、25°Cで 1分間に 1 μmolのABTSを酸化する酵素量と定義した。 
c) リグニンペルオキシダーゼ活性 
リグニンペルオキシダーゼ活性は Tien and Kirk の方法によって測定した [5]。
反 応 混 合 液  (3.0 mL) 中 に は 50 mM tartaric acide (pH 3.0) 、 2 mM 
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3,4-dimethoxybenzylalcohol (veratrylalcohol)、0.5 mM H2O2 と培養液上清 (100 μL) 
が含まれている。反応は H2O2 溶液  (100 μL) の添加によって開始し、
veratrylaldehyde (ε = 9,300 M-1 cm-1) の形成速度を 310 nm で 1 分間測定した。培
養液の上清は、吸光度の変化が 0 ~ 0.5 min-1 の範囲内に収まるように希釈した。
リグニンペルオキシダーゼ活性 1 U は、25°C で 1 分間に 1 μmol の veratrylalcohol
を veratrylaldehyde へと酸化する酵素量と定義した。 
d) その他測定項目 
グルコース濃度はグルコース CII－テストワコー (和光純薬工業製) を用いた
ムタロターゼ－GOD 法により測定した。細胞外タンパク質の測定は、アルブミ
ン(牛製) を標準として用いた Bradford 法により行った [18]。培養後の菌体は遠
心分離 (9,100 × g、10分間) によって回収し、蒸留水で2回洗浄を行った後、100°C
で 24 時間乾燥させて菌体重量を測定した。 
 
2-2-6 実験計画と解析方法 
培地組成の検討や最適化を行うために、3 次元の Central Composite Design を用い
た。ファクターのレベルは One-factor-at-a-time strategy の結果を基に設定した。得
られた実験結果は、Eq. (1) に示す 2 次モデルを回帰モデルとして使用し、
Design-Expert software (Stat-Ease, Inc) を用いて応答曲面法により解析した。 
 
∑∑∑ +++= 20 iiijiijii xxxxy ββββ        (1) 
 
ここで、y は応答の予測値 (predicted response)、β0 は定数 (constant coefficient)、βi
は 1 次の係数 (linear coefficients)、βijは交互作用項の係数 (interaction coefficients)、
βiiは 2 次の係数 (quadratic coefficients)、x はファクターの設定値 (value of factors)
を表している。また y と x は、code value (-1, 0, +1) を用いた場合は大文字 X, Y で、
実際の値 (actual value) を用いた場合は小文字 x, y で表した。 
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2-3 結果と考察 
2-3-1 One-factor-at-a-time strategy による予備検討 
これまでの研究でL-25株によるMnP生産に及ぼす影響が大きいとされている初
期 pH、Mn2+濃度、窒素源  (Polypepton) 濃度の 3 つのファクターに関して、
One-factor-at-a-time strategy に基づいて予備検討を行った。 
初期 pH の影響を Fig. 2-1 に示す。他の 2 つのファクターと比べると、初期 pH
の影響は小さかった。初期 pH 5 以下では活性値が低かったのに対して、初期 pH 6 
~ 7 ではほぼ同様の最大活性値となった。この結果は、初期 pH 4.5 付近が最適であ
った Phanerochaete chrysosporium とは異なるが [1]、最適初期 pH が 5.5 ~ 6.5 であ
る Bjerkandera adusta とは類似した結果となった [6]。 
一方、Mn2+の添加は L-25株によるMnP生産に特徴的な影響を及ぼした (Fig. 2-2)。
最大 MnP 活性は Mn2+の添加により急激に増加し、0.1 ~ 0.2 mM で最大となった。
更なる添加では、最大活性値は緩やかに減少していった。L-25 株と同様に、
Phanerochaete chrysosporium のような他の白色腐朽菌でも Mn2+の添加によって
MnP 生産が誘導されることが報告されている [1, 2, 4]。Phanerochaete chrysosporium
の場合、バッチ培養では 0.73 mM [2]、固定化連続培養では 5 mM [4] が最適である
と報告されており、L-25 株の最適値 (0.1 ~ 0.2 mM) よりも高い値となっている。
この差異は菌株の特異性か、その他の培地組成が影響しているものと考えられる。 
Fig. 2-3 は MnP 生産への Polypepton の影響を示している。最大 MnP 活性は
Polypeptonの添加に伴い線形に増加し、30 g/L付近で最大値 (12.7 U/mL)となった。
Phanerochaete chrysosporium や Bjerkandera sp.などの多くの白色腐朽菌では窒素源
濃度が高い時にリグニン分解酵素生産が阻害されたのに対して [1, 3, 5, 19]、L-25
株は窒素源濃度が高い時でも大量の MnP を生産した。 
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Fig. 2-1   Effect of initial pH on MnP production. Culture conditions: initial pH, 7; 
medium, Potato dextrose broth + 0.1 mM MnSO4 
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Fig. 2-2   Effect of Mn2+ concentration on MnP production. Culture conditions: initial pH, 
7; medium, Potato dextrose broth 
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Fig. 2-3   Effect of Polypepton concentration on MnP production. Culture conditions: 
initial pH, 7; medium, Potato dextrose broth + 0.1 mM MnSO4 
 
2-3-2 応答曲面法による培地組成の検討 
上記の結果を基にして Central Composite Design で実験計画を組み、各ファクター
の MnP 生産への影響を応答曲面法により検討した。ファクターレベルと設定値は
Table 2-1 に、実験の計画と得られた結果を Table 2-2 に示す。なお、Mn2+濃度の影
響は特徴的で、軸を対数でとると紡錘形となったため (Fig. 2-2)、Mn2+濃度の actual 
level は対数スケールとした。 
最大 MnP 活性に関する分散分析 (ANOVA) の結果を Table 2-3 に示す。選択した
3 つのファクターはいづれも MnP 生産に影響を及ぼしていた。中でも、Mn2+ (p < 
0.01) と Polypepton (p < 0.01) の影響は、初期 pH (p < 0.05) よりも大きかった。さ
らに、Mn2+と Polypepton の交互作用項にも高い有意性がみられた (p < 0.01)。coded 
value (X) を用いた回帰式を Eq. (2)に示す。 
 
MnP activity [U/mL] = 9.15 + 5.09 X1 + 5.67 X2 + 0.88 X3 + 4.00 X1X2     (2) 
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Fig. 2-4 に最大 MnP 活性値、細胞外タンパク質濃度、比活性、菌体量に関する応
答曲面プロットを示す。最大 MnP 活性への Mn2+と Polypepton の交互作用の影響は
Fig. 2-4(a)からも読み取れる。また、細胞外タンパク質濃度  (Fig. 2-4(b)) は
Polypepton 濃度の増加に伴って上昇し、比活性 (Fig. 2-4(c)) は Mn2+濃度に大きく影
響を受けていることが分かる。MnP 活性は比活性やタンパク質濃度に因るところ
が大きいため、Mn2+と Polypepton 濃度が MnP 生産にとって重要な機能を果たして
いるのだろう。菌体量 (Fig. 2-4(d)) は Mn2+の添加により減少し、Polypepton の添
加によって増加した。窒素源によって細胞増殖が誘導されるのに対して、過剰量の
Mn2+は細胞増殖を阻害するのだろう。 
 
Table 2-1   Coded and actual values of the design factors for the investigation of medium 
components 
Coded values 
Actual values 
Mn2+ [mM] Polypepton [g/L] Initial pH 
-1.215 0.006 1.78 4.79 
-1 0.01 5 5 
0 0.1 20 6 
+1 1 35 7 
+1.215 1.64 38.23 7.22 
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Table 2-2   Experimental design and measured response of the central composite design 
for the investigation of medium components 
Trial 
Coded levels Maximum 
MnP activity
[U/mL] 
Extracellular 
protein 
[g/L] 
Cells 
[g/L] X1: Mn2+ X2: Polypepton X3: Initial pH
1 -1 -1 -1 1.7  0.040  3.7 
2 +1 -1 -1 4.1  0.094  2.0 
3 -1 +1 -1 4.6  0.250  5.3 
4 +1 +1 -1 23.6  0.443  3.4 
5 -1 -1 +1 2.2  0.061  3.3 
6 +1 -1 +1 4.3  0.129  2.1 
7 -1 +1 +1 6.0  0.319  4.2 
8 +1 +1 +1 23.4  0.374  3.4 
9 -1.215 0 0 2.3  0.209  4.7 
10 +1.215 0 0 14.6  0.376  2.8 
11 0 -1.215 0 1.8  0.042  2.3 
12 0 +1.215 0 15.7  0.307  4.4 
13 0 0 -1.215 7.6  0.162  3.3 
14 0 0 +1.215 13.8  0.222  3.4 
15 0 0 0 10.3  - 3.7 
16 0 0 0 8.8  - 3.7 
17 0 0 0 10.5  - 3.8 
18 0 0 0 11.3  0.195  2.8 
19 0 0 0 8.8  0.202  5.8 
20 0 0 0 9.8  0.281  3.2 
*Trials of 1 to 14 were duplicated and the values were averaged 
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Table 2-3   Results of ANOVA on maximum MnP activity for the investigation of 
medium components 
Source SS df F-value p-value  
Model 1544.45 6 86.01 < 0.001 significant 
  X1: Mn2+ 567.65 1 189.68 < 0.001 significant 
  X2: Polypepton 703.21 1 234.97 < 0.001 significant 
  X3: Initial pH 16.81 1 5.62 0.025 significant 
  X1X2 255.92 1 85.51 < 0.001 significant 
  X1X3 0.81 1 0.27 0.606  
  X2X3 0.05 1 0.02 0.896  
Residual 80.80 27  
Total 1625.25 33  
significant: p < 0.05 
R2 coefficient of determination = 0.950 
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Fig. 2-4   Response surface plot of maximum MnP activity (a), extracellular protein 
concentration (b), specific activity (c) and cell concentration (d) as a function of Mn2+ and 
Polypepton concentrations depicted by coded value (initial pH, 6 (coded value: 0)) 
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2-3-3 培地組成の最適化 
培地組成の最適化を行うために、section 2-3-2 の実験範囲を拡張して実験計画を
組みなおした。最急上昇法に基づいて、Fig. 2-5(a)の応答曲面の勾配に従いファク
ターレベルを設定した (Table 2-4)。実験の計画と得られた結果を Table 2-5 に示す。
なお、今回の Mn2+濃度のスケールは最適化に適するように対数スケールを用いな
かった。 
ANOVA の結果を Table 2-6 に示す。今回の実験範囲では Polypepton 濃度だけが
有意性 (p < 0.01) を持っていた。Mn2+濃度に関しては、スケールを対数から戻した
ため実験範囲が狭まり、有意性が減少したと考えられる。しかし、今回は全てのフ
ァクターの 2 次項に高い有意性 (p < 0.01) があったため、最適値が明らかとなった 
(Fig. 2-5)。回帰式を Eq. (3)に示す。 
 
MnP activity [U/mL] =  
–118.71 + 25.65x1 + 1.65x2 + 29.91x3 – 0.16x1x2 – 2.13x1x3 – 2.43 x12 – 0.016x22 – 2.20x32 
(3) 
 
回帰式 (3) において MnP 活性が最大となる各ファクターの最適値は、Mn2+ 1.0 mM、
Polypepton 45 g/L、初期 pH 6.2 と算出された。また、この時に得られる MnP 活性の
予測値は 26.3 U/mL であった。 
 
Table 2-4   Coded and actual values of the design factors for the optimization of medium 
components 
Coded values 
Actual values 
Mn2+ [mM] Polypepton [g/L] Initial pH 
-1.316 0.184 15.26 4.68 
-1 0.5 20 5 
0 1.5 35 6 
+1 2.5 50 7 
+1.316 2.816 54.74 7.32 
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Table 2-5   Experimental design and measured response of the central composite design 
for the optimization of medium components 
Trial 
Coded levels Maximum  
MnP activity  
[U/mL] X1: Mn
2+ X2: Polypepton X3: Initial pH 
1 -1 -1 -1 9.1  
2 +1 -1 -1 16.9  
3 -1 +1 -1 21.7  
4 +1 +1 -1 21.6  
5 -1 -1 +1 12.2  
6 +1 -1 +1 13.5  
7 -1 +1 +1 24.8  
8 +1 +1 +1 14.2  
9 -1.215 0 0 19.8  
10 +1.215 0 0 20.2  
11 0 -1.215 0 11.8  
12 0 +1.215 0 23.9  
13 0 0 -1.215 17.3  
14 0 0 +1.215 23.4  
15 0 0 0 20.4  
16 0 0 0 26.6  
17 0 0 0 25.1  
18 0 0 0 25.3  
19 0 0 0 23.1  
20 0 0 0 29.4  
21 0 0 0 26.2  
22 0 0 0 25.3  
*Trials of 1 to 14 were duplicated and the values were averaged 
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Table 2-6   Results of ANOVA on maximum MnP activity for the optimization of 
medium components 
Source SS df F-value p-value  
Model 937.93 9 13.59 < 0.001 significant 
  X1: Mn2+ 0.22 1 0.03 0.867  
  X2: Polypepton 376.99 1 49.19 < 0.001 significant 
  X3: Initial pH 2.04 1 0.27 0.610  
  X1X2 96.09 1 12.54 0.002 significant 
  X1X3 72.29 1 9.43 0.005 significant 
  X2X3 3.97 1 0.52 0.478  
  X12 77.35 1 10.09 0.004 significant 
  X22 176.57 1 23.03 < 0.001 significant 
  X32 63.66 1 8.31 0.008 significant 
Residual 199.28 26  
Total 1137.2 35  
significant: p < 0.05 
R2 coefficient of determination = 0.825 
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Fig. 2-5   Response surface plot of maximum MnP activity as a function of Mn2+ and 
Polypepton concentrations (initial pH, 6.2) 
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2-3-4 最適培地による MnP 生産 
予測値を確認するために、得られた最適培地組成での培養を行った。Fig. 2-6 に
培養の経時変化を示す。培養 3 日目ころからグルコースが急激に消費され、グルコ
ースの消費後に MnP 活性が上昇していった。MnP 活性は培養 13 日目に最大値 29.5 
U/mL まで達し、予測値 (26.3 U/mL) を少し上回った。この値は、One-factor-at-a-time 
strategy による予備検討段階 (section 2-3-1) の最大値のおよそ 2 倍である。ラッカ
ーゼとリグニンペルオキシダーゼ活性は、培養期間中ほとんど検出されなかった。
Trametes modesta [20] や Lentinula edodes [21] のような白色腐朽菌では、高濃度の
窒素源存在下でラッカーゼ生産が増加することが報告されている。一方、
Bjerkandera sp.などでは、高濃度の窒素源存在下でリグニンペルオキシダーゼ生産
が抑制されることが報告されている [5]。L-25 株の場合は、リグニンペルオキシダ
ーゼだけでなくラッカーゼも生産されず、MnP のみが独占的に生産される結果と
なった。この特徴は、L-25 株が MnP の大量生産にとって適していることを示して
いる。 
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Fig. 2-6   Time course of ligninolytic enzyme production using optimized medium by 
strain L-25. Culture conditions: initial pH, 6.2; medium, Potato dextrose broth + 1.0 mM 
MnSO4 + 45 g/L Polypepton 
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他の菌株との最大MnP活性の比較をTable 2-7に示す。他の菌株の最大活性値は、
本研究の活性測定法で得られる値に変換した。応答曲面法による最適化で得られた
最大 MnP 活性値 (約 30 U/mL) は、既報の文献値の中で最も高い値であった。 
 
Table 2-7   Comparison of maximum MnP activity with other strains 
Strains Conversion 
coefficient 
Converted value of  
Maximum MnP activity 
[U/mL] 
Literature 
Cited 
Strain L-25 - 29.5 This work 
Coriolus hirsutus Strain 075 1.12  8.4 [22] 
Bjerkandera adusta 
UAMH7308 0.83  4.6 [6] 
Nematoloma flowardii b19 1.27  2.5 [23] 
Lentinus edodes 1.30  2.0 [24] 
 
2-4 結言 
L-25 株による MnP 生産は、他の白色腐朽菌とは異なり、高窒素源濃度の培地で
も抑制されなかった。細胞外タンパク質濃度は窒素源の増加に伴って増加し、比活
性は Mn2+濃度に大きく影響された。最適培地を用いた培養では、リグニンペルオ
キシダーゼやラッカーゼはほとんど分泌されなかったのに対して、MnP は約 30 
U/mL も生産された。この値は既報の文献値の中では最も高く、L-25 株が MnP の
大量生産に適していることが証明された。 
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第 3 章 じゃがいも加工廃水を用いた培養と 
そのアミノ酸の影響 
 
3-1 緒言 
現在、リグニン分解酵素を低コストで大量に生産するために、新規有用菌株の探
索や培地組成の最適化、バイオリアクターの設計など様々な側面から検討が行われ
ている。培地に関する検討の一つとして、食品加工産業で排出される廃水や廃棄物
を安価な培養原料として利用することが期待されている。多くの食品加工工場では、
廃水や廃棄物が毎年大量に発生し、世界中で深刻な問題を引き起こしている [1]。
例えば、オリーブオイル製造時に排出される olive-mill wastewater は地中海地域だ
けでも年間約 3000 万 m3 排出されている [2]。この廃水は BOD や COD が非常に高
いだけでなく、生物に対する毒性が強いフェノール性化合物も含んでいるため、大
きな問題となっている [2-4]。 
このような食品加工廃棄物・廃水には炭素源 (糖など) や窒素源、ビタミン、ミ
ネラルなどが豊富に含まれており、菌体増殖や酵素などの有用物質生産にとって適
した原料になると考えられる。前述した olive-mill wastewater やフルーツ加工時に
発生するキウイフルーツやマンダリンの皮などの廃棄物 [1, 5] は、リグニン分解
酵素生産に利用できることが報告されている。Olive-mill wastewater を培地として
用いた Panus tigrinus の培養では、MnP やラッカーゼが生産されるとともに廃水中
の色素やフェノール化合物の分解が起こったため [2]、廃水処理への白色腐朽菌の
適用も期待されている。その一方で、廃棄物や廃水の種類が生産されるリグニン分
解酵素の種類や量に影響を与えることも報告されている [5, 6]。Ganoderma lucidum 
447 の培養では、グルコースの代替としてキウイフルーツや鶏の羽、とうもろこし
ふすま (コーンブラン) 、バナナの皮を使用した場合はラッカーゼのみが独占的に
生産されたのに対して、小麦ふすまや大豆ふすま、マンダリンの皮、小麦からのエ
タノール生産の残渣などを使用した場合はラッカーゼと MnP が生産された。また、
Phanerochaete flavido-alba の場合、olive-mill wastewater 中の 2 つの物質 (単量体芳
香族化合物と褐色重合色素) がリグニン分解酵素生産に影響を与えることが報告
されている [6]。単量体芳香族化合物が培地中に存在するときにはラッカーゼが唯
一のリグニン分解酵素として検出されたが、褐色重合色素や olive-mill wastewater
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を含む培地中では MnP とラッカーゼが生産された。この様に、食品加工廃棄物か
らリグニン分解酵素を生産する試みは幾つか報告されており、その組成にも十分に
留意する必要があることが示唆されている。しかしながら、窒素源などの組成がリ
グニン分解酵素生産に及ぼす影響に関してはあまり報告例がない。そこで、アミノ
酸などの窒素源の影響を解析することは、食品加工廃棄物の様な低コストの培地を
検討する際に役立つため、非常に価値のあるトピックだと考えられる。 
本章では食品加工廃棄物の中でもじゃがいも加工廃水に注目した。デンプン製造
工場から大量に発生するじゃがいも加工廃水はカリウムや窒素成分などを多く含
む高栄養な廃水で、そのまま放流すると環境問題を引き起こすため、業者側も対策
に苦慮している。第 2 章において、L-25 株は高濃度の窒素源存在下でも MnP 生産
が可能であるという、一般的な白色腐朽菌とは異なる性質を持っていることが明ら
かとなった。そのため、じゃがいも加工廃水が L-25 株による酵素生産にとって役
立つのではないかと考えられる。そこで本章では、L-25 株による MnP 生産の原料
としてのじゃがいも加工廃水の利用を検討した。また、じゃがいも加工廃水に含ま
れているアミノ酸が MnP 生産に及ぼす影響に関しても検討を行った。 
 
3-2 実験方法 
3-2-1 試薬 
じゃがいも加工廃水は日華化学㈱を通じて日立プラント建設サービス㈱から提
供していただいた。これは、北海道の斜里郡清里町にあるデンプン加工工場から出
る廃水で、原料となるじゃがいもを洗浄・皮むきした後圧搾して、繊維質などの不
純物を取り除き、デンプンを沈殿させた後の上清である。その特徴は pH 6.5、BOD 
22,000 mg/L、COD 13,000 mg/L、全有機態炭素 (TOC) 濃度 9,500 mg/L、全窒素濃
度 1,720 mg-N/L であった。 
L-アスパラギン酸 (特級)、L-セリン、L-ロイシン、L-リジン一塩酸塩、L-(-)-フ
ェニルアラニン、L-チロシンはナカライテスク製を、L-(+)-グルタミン酸ナトリウ
ム一水和物 (特級) は和光純薬工業製を使用した。なお、本章以降使用するマンガ
ンには MnSO4·5H2O (ナカライテスク製 特級) を用いた。その他、第 2 章と共通す
る薬品は同様のものを使用した。 
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3-2-2 培養条件 
菌体や培養方法に関しては、第 2 章と同様の方法で行った。培養液には、じゃが
いも加工廃水と PDB を基にした培地を使用した。以下にその詳細を記す。 
 
a) PDB 培地 
アミノ酸やアンモニウムイオン (NH4+) 添加の影響を調べるために PDB 培地を
使用した。PDB (glucose 20 g/L、potato infusion 4 g/L を含む) に 0.1 mM 
MnSO4·5H2O を添加したものを基本培地とし、アミノ酸等を適宜添加した。アミ
ノ酸の影響の検討では、7 種のアミノ酸 (L-アスパラギン酸、L-グルタミン酸、
L-セリン、L-ロイシン、L-リジン、L-フェニルアラニン、L-チロシン) を選択し
た。これらアミノ酸は、まず蒸留水に溶解させて pH を 7 に調整し、孔径 0.2 μm
のフィルターで濾過滅菌した後、終濃度が 0.5、1.0 g/L となるようにオートクレ
ーブ後の基本培地中へ添加した。非有機態窒素の影響の検討では、硫酸アンモ
ニウム (0.396 g/L)、塩化アンモニウム (0.321 g/L)、硝酸ナトリウム (0.510 g/L)
を、終濃度が 0.085 g-N/L となるようにオートクレーブ前に基本培地中へ添加し
た。いづれの培地も、0.5 M HCl または 0.5 M NaOH を用いて初期 pH を 7 に調
整した。 
a) じゃがいも加工廃水培地 
じゃがいも加工廃水は希釈せずに使用した。廃水のみでは菌体が増殖できなか
ったため、基本培地と同様の条件となるように、じゃがいも加工廃水にグルコ
ースと 0.1 mM MnSO4·5H2O を添加した。また、オートクレーブを行うことによ
り pH が変化したため、オートクレーブ後に 0.5 M HCl または 0.5 M NaOH を用
いて初期 pH を調整した。 
 
3-2-3 分析方法 
グルコース濃度や MnP 活性などの第 2 章と共通する分析項目は、同様の方法で
測定した。アミノ酸濃度の測定には L-8500 amino acid analyzer (㈱日立ハイテクノロ
ジーズ) を使用した。 
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3-2-4 実験計画と解析方法 
誘導アミノ酸の組み合わせの影響を検討する際には、第 2 章と同様の実験計画と
解析方法を用いた。 
 
3-3 結果と考察 
3-3-1 じゃがいも加工廃水培地を用いた MnP 生産 
じゃがいも加工廃水にはグルコースがほとんど含まれておらず、そのままでは
L-25 株は増殖できなかった。そこで、基本培地と同様の条件となるようにグルコ
ースと Mn2+を添加した。条件の詳細を Table 3-1 に示す。 
 
Table 3-1  Medium components of potato-processing wastewater-based medium 
Components 
Trial 
1 2 3 4 5 6 
PDB [ml] 100 ― ― ― ― ― 
PPW a [ml]  ― 100 100 100 100 100 
Glucose [g/L] ― 20 20 20 10 30 
MnSO4 [mM] 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 
pH 7.0 5.0 6.0 7.0 6.5 6.5 
Cost b 
[Yen/100 ml-medium] 
83.5 4.70 4.70 4.70 2.35 7.05 
a PPW: potato-processing wastewater. 
b Cost was calculated based on the reagent price at laboratory scale. 
 
Trial 1 では比較のために基本培地を使用した。Trial 2 ~ 4 では、基本培地と同様の
条件となるようにグルコース 20 g/L と Mn2+ 0.1 mM を添加し、初期 pH を 5 ~ 7 に
変化させた。Trial 5, 6 ではグルコース濃度を 10, 30 g/L に設定した。なお、じゃが
いも加工廃水中に固形物が含まれていたため、菌体量の正確な測定はできなかった。 
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得られた最大 MnP 活性と生産速度の比較を Fig. 3-1 に示す。結果として、じゃ
がいも加工廃水を用いた培養により基本培地以上の MnP 活性値が得られ、初期 pH
とグルコース濃度がじゃがいも加工廃水からの MnP 生産にとって重要なファクタ
ーであった。初期 pH は菌体増殖と生産速度に大きな影響を与えた (Trial 2 ~ 4)。初
期 pH 5 では L-25 株が全く増殖できなかったのに対して、初期 pH 6 では基本培地
の約 2.5 倍高い MnP 活性と生産速度を示した。一方、グルコース濃度は最大 MnP
活性に大きな影響を及ぼした (Trial 4 ~ 6)。グルコース濃度の増加に伴って最大
MnP 活性が増加していき、本研究の濃度範囲内 (10 ~ 30 g/L) では基質阻害はみら
れなかった。目視による確認では、菌体量もグルコース濃度の上昇に伴って増加し
ていた。培養の経時変化の比較を Fig. 3-2 に示す。じゃがいも加工廃水培地では、
グルコースの消費に伴って MnP 活性が増加していき、培養 13 日目に最大値に達し
た。また、基本培地ではみられなかったグルコースの急激な消費が起こっているた
め、じゃがいも加工廃水中には何らかの有効物質が含まれていることが示唆される。 
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Fig. 3-1  MnP production by strain L-25 using potato-processing wastewater 
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Fig. 3-2  Time courses of MnP production using basal medium (a, trial 1) and 
potato-processing wastewater (b, trial 6) 
 
なお、原料コストについて試薬レベルで試算したところ、じゃがいも加工廃水は
基本培地の 1/10 ~ 1/20 程度のコストで (Table 3-1)、約 2 ~ 3 倍の MnP 活性が得られ
ている。そのため、じゃがいも加工廃水は MnP 生産のための安価な培養原料とし
て適していると考えられる。 
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3-3-2 じゃがいも加工廃水のアミノ酸分析 
一般的に白色腐朽菌は窒素制限培地を用いた時にリグニン分解酵素を生産する
ことが報告されている [7-9]。それに対して、L-25 株は第 2 章でも述べたように、
高窒素濃度の培地でも大量の MnP を生産した。また、窒素源としてアミノ酸を大
量に含んでいるじゃがいも加工廃水でも比較的高濃度の MnP を生産した。そこで、
窒素源としてのアミノ酸に注目し、基本培地とじゃがいも加工廃水に含まれている
アミノ酸の分析を行った (Fig. 3-3)。PDB を基本とする基本培地中には、大量のグ
ルタミン酸が含まれていた。以下、ロイシン、フェニルアラニンと続いて含有量が
多かった。一方、じゃがいも加工廃水にはチロシンとフェニルアラニンが大量に含
まれており、セリン、リジン、アスパラギン酸が続いて含有量が多かった。基本培
地とじゃがいも加工廃水を比較すると、そのアミノ酸組成は大きく異なっており、
フェニルアラニンとセリンがほぼ同量含まれていたことを除いて、両者に類似性は
見出せなかった。 
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Fig. 3-3  Comparison of amino acid composition between basal medium and 
potato-processing wastewater-based medium 
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3-3-3 MnP 生産に及ぼすアミノ酸の影響 
アミノ酸分析の結果に基づいて、じゃがいも加工廃水中に多く含まれていた上位
5 つ (L-チロシン、L-フェニルアラニン、L-セリン、L-リジン、L-アスパラギン酸) 
と基本培地中に多く含まれていた上位 3 つ (L-グルタミン酸、L-ロイシン、L-フェ
ニルアラニン) 、合わせて 7 種のアミノ酸を選択し、その MnP 生産への影響につ
いて検討した。各アミノ酸は、それぞれ 0.5、1.0 g/L となるように基本培地へ添加
した。Fig. 3-4 は各アミノ酸が MnP 生産へ及ぼす影響を示している。 
L-グルタミン酸と L-アスパラギン酸、L-セリンは MnP 生産に対して正の効果を
及ぼし、最大 MnP 活性はこれらアミノ酸の添加に伴って増加した (Fig. 3-4 a ~ c)。
この 3 つのアミノ酸は、短い炭素鎖にヒドロキシル基やカルボキシル基が付いてい
るというよく似た構造を持っている。そのため、膜の透過性などの物理化学的な特
性の変化を引き起こしたのだろう。これとは対照的に、L-フェニルアラニンと L-
チロシン、L-ロイシン、L-リジンは MnP 生産に対して負の効果を及ぼした (Fig. 3-4 
d ~ g)。L-ロイシンと L-リジンに関しては添加に伴って菌体量も減少しているため、
この 2 つのアミノ酸による MnP 生産の阻害は増殖阻害に起因しているものと考え
られる。L-フェニルアラニンの添加では、菌体量、細胞外タンパク質濃度ともに影
響を受けていないため、MnP 生合成経路に何らかの阻害効果を引き起こしたもの
と考えられる。また、L-チロシンの添加では、菌体量への大きな影響はなかったも
のの細胞外タンパク質濃度が添加に伴って増加した。そのため、L-チロシンは MnP
生合成経路を遮断して、他のタンパク質の生合成を誘導すると考えられる。じゃが
いも加工廃水中には、この L-フェニルアラニンと L-チロシンが多く含まれていた
ため、これらによる阻害に打ち勝つ有効物質が含まれている可能性がある。 
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Fig. 3-4  Effect of amino acids on MnP production by strain L-25. Symbols show the 
average values and error bars show the maximum and minimum values 
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阻害効果を持っていた 4 種のアミノ酸の他のリグニン分解酵素生産への影響に
ついても検討した。アミノ酸 1.0 g/L 添加時の最大ラッカーゼ、リグニンペルオキ
シダーゼ活性の比較を Fig. 3-5 に示す。ラッカーゼ活性に関しては、値が非常に低
いため信頼性が低いが、これらアミノ酸による影響はみられなかった。しかし、リ
グニンペルオキシダーゼの生産は、MnP 生産と同様にこれらアミノ酸によって阻
害された。リグニンペルオキシダーゼは MnP と同様にヘムとグリコプロテインか
ら構成された酵素のため、類似した阻害作用を受けていると考えられる。 
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Fig. 3-5   Effect of amino acids on laccase and lignin peroxidase production (amino 
acids: 1.0 g/L) 
 
L-25 株と近種の Phanerochaete chrysosporium でも、幾つかのアミノ酸がリグニン
分解酵素生産を阻害することが報告されている [10, 11]。P. chrysosporium の場合は
グルタミン酸が最も阻害効果を及ぼすアミノ酸で、アンモニウムイオン (NH4+) 添
加時の阻害効果と現象レベルで同様であったため、NAD-glutamate dehydrogenase が
関与している可能性が報告されている [12]。ところが L-25 株では、L-グルタミン
酸によって MnP 生産が誘導されるという逆の結果が得られており、少なくとも
L-25 株に関しては NAD-glutamate dehydrogenase は無関係であると考えられる。一
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方で、L-フェニルアラニンの阻害に関しても、L-phenylalanine ammonia-lyase の働き
によって L-フェニルアラニンから放出される NH4+の関与が示唆されている [13]。
Bjerkandera adusta や Trametes versicolor な ど の 他 の 白 色 腐 朽 菌 で は 、
L-phenylalanine ammonia-lyase がチロシンの添加によっても誘導されることが報告
されている [14]。一般的に、L-phenylalanine ammonia-lyase はフェニルアラニンだ
けでなくチロシンも基質として認識するため、フェニルアラニンやチロシンの添加
で生産が誘導されることが知られている [15]。そのため、L-25 株の L-フェニルア
ラニンやL-チロシンによるMnP生産の阻害にもL-phenylalanine ammonia-lyaseが関
与している可能性がある (Fig. 3-6)。 
 
 
Fig. 3-6  Inhibition mechanism of MnP production by L-phenylalanine (X = H) and 
L-tyrosine (X = OH) 
 
3-3-4 MnP 生産に及ぼすアンモニウムイオンの影響 
L-25株によるMnP生産の阻害にL-phenylalanine ammonia-lyaseが関与しているこ
とが示唆されたため、L-phenylalanine ammonia-lyase の働きにより L フェニルアラ
ニンから放出されるアンモニウムイオン (NH4+) の影響について検討した。NH4+ 
源として硫酸アンモニウムと塩化アンモニウムを、比較のための NO3- 源として硝
酸ナトリウムを使用した。各窒素源は、L-フェニルアラニン 1 g/L と同様の条件 
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(0.085 g-N/L) となるように、基本培地中に添加した。得られた最大活性値と菌体濃
度の比較を Fig. 3-7 に示す。NO3- の存在下 (硝酸ナトリウム添加時) では、最大活
性値、菌体量ともに Control とほとんど変わらない結果となった。対照的に、NH4+ 
の存在下 (硫酸アンモニウム、塩化アンモニウム添加時) では、菌体量への影響は
見られなかったものの、MnP 生産は阻害されて最大活性値が Control の半分程度ま
で減少した。この結果は、L-フェニルアラニン添加時の結果と現象レベルで同様で
ある。そのため、L-25 株の MnP 生合成経路の抑制への L-phenylalanine ammonia-lyase
の関与がさらに濃厚となった。 
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Fig. 3-7  Effect of nitrogen sources on MnP production by strain L-25. Symbols show the 
average values and error bars show the maximum and minimum values 
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3-3-5 誘導アミノ酸の組み合わせの検討 
MnP生産を誘導したアミノ酸 (L-グルタミン酸、L-アスパラギン酸、L-セリン) を
組み合わせて添加し、その影響を検討した。第 2 章と同様に、実験計画には Central 
Composite Design を用い、応答曲面法により解析を行った。実験範囲を Table 3-2
に、実験計画と得られた結果を Table 3-3 に示す。 
最大 MnP 活性と菌体量に関する分散分析の結果を Table 3-4 に示す。MnP 活性に
関してはアスパラギン酸のみ有意性が低い結果となった。Section 3-3-3 ではアスパ
ラギン酸の影響が最も大きかったが、今回は低い有意性になった原因はよく分かっ
ていない。しかしながら、グルタミン酸とアスパラギン酸の 2 次項と交互作用項に
高い有意性があった。さらに、菌体量に関しても、グルタミン酸とアスパラギン酸
の有意性が高かった。Fig. 3-8 に MnP 活性と菌体量に関する応答曲面プロットを示
す。グルタミン酸とアスパラギン酸の添加量の和が一定のとき、ほぼ同等の MnP
活性値、菌体量が得られている。以上のことから、グルタミン酸とアスパラギン酸
は L-25 株の MnP 生合成経路に同様の影響を及ぼしていると考えられる。セリンに
関しては、他のアミノ酸との関連性が低かったため、別の影響を及ぼしているのだ
ろう。結果的に、MnP 生産を誘導するアミノ酸を組み合わせて添加しても section 
3-3-3 で得られた以上の MnP 活性値は得られなかった。そのため、やはり、じゃが
いも加工廃水にはさらに別の有効物質が含まれている可能性が高い。 
 
Table 3-2   Coded and actual values of the design factors for the investigation of amino 
acids 
Coded values 
Actual values 
Glu [g/L] Asp [g/L] Ser [g/L] 
-1 0 0 0 
0 1 1 1 
+1 2 2 2 
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Table 3-3   Experimental design and measured response of the central composite design 
for the investigation of amino acids 
Trial 
Factors Maximum 
MnP activity 
[U/mL] 
Cell 
concentration 
[g/L] X1: Glu X2: Asp X3: Ser 
1 -1 -1 -1 2.82 3.62 
2 +1 -1 -1 3.16 2.64 
3 -1 +1 -1 5.05 2.47 
4 +1 +1 -1 2.65 1.61 
5 -1 -1 +1 3.88 3.12 
6 +1 -1 +1 4.28 2.06 
7 -1 +1 +1 5.27 2.98 
8 +1 +1 +1 3.12 1.96 
9 -1 0 0 5.66 3.16 
10 +1 0 0 4.67 1.87 
11 0 -1 0 5.45 3.13 
12 0 +1 0 4.52 2.04 
13 0 0 -1 5.41 2.87 
14 0 0 +1 5.75 3.14 
15 0 0 0 5.14 3.30 
16 0 0 0 5.23 2.77 
17 0 0 0 5.02 2.34 
18 0 0 0 4.72 2.90 
19 0 0 0 5.19 2.85 
20 0 0 0 5.64 3.36 
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Table 3-4   Results of ANOVA on maximum MnP activity and cell concentration for the 
investigation of amino acids 
Source 
Maximum MnP activity Cell concentration 
Coefficient p-value Coefficient p-value 
Model 5.39 0.002* 2.88 0.004* 
A: Glu - 0.48 0.012* - 0.52 < 0.001* 
B: Asp 0.10 0.532 - 0.35 0.004* 
C: Ser 0.32 0.069** < 0.01 0.959 
AB - 0.66 0.004* 0.02 0.855 
AC 0.04 0.830 - 0.03 0.785 
BC - 0.19 0.316 0.24 0.047* 
A2 - 0.59 0.079** - 0.30 0.133 
B2 - 0.77 0.029* - 0.23 0.239 
C2 - 0.19 0.579 0.19 0.319 
R 2 coefficient of determination = 0.867 (MnP), 0.848 (Cells)  
* Significant at the 5% level.  
** Significant at the 10% level.  
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Fig. 3-8   Response surface plot of maximum MnP activity (a) and cell concentration (b) 
as a function of glutamic acid and aspartic acid concentration (serine = 1 g/L). 
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3-4 結言 
じゃがいも加工廃水培地を用いた培養で、L-25 株は約 7.7 U/mL もの高い MnP
活性を示した。そのため、じゃがいも加工廃水は MnP 生産のための安価な培養原
料として適していると考えられる。グルコース濃度は最大活性値に、初期 pH は生
産速度に影響を与えることが分かったが、実用化のためには更なる検討が必要であ
る。また、じゃがいも加工廃水に含まれるアミノ酸が、MnP 生産に大きな影響を
及ぼすことが明らかとなった。L-グルタミン酸や L-アスパラギン酸、L-セリンは、
L-25 株による MnP 生産を誘導したのに対し、L-フェニルアラニンや L-チロシン、
L-ロイシン、L-リジンは阻害した。L-ロイシン、L-リジンは増殖阻害を引き起こし、
L-フェニルアラニン、L-チロシンは MnP 生合成経路を阻害した。アンモニウムイ
オンの添加により L-フェニルアラニン添加時と同様の阻害効果がみられたため、
L-フェニルアラニン、L-チロシンによる阻害には L-phenylalanine ammonia-lyase が
関与している可能性がある。じゃがいも加工廃水中には阻害効果のあったアミノ酸
が多く含まれており、誘導アミノ酸を組み合わせて添加してもそれほど高い効果は
得られなかったため、じゃがいも加工廃水にはアミノ酸以外の有効物質が含まれて
いると考えられる。 
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第 4 章 ヘム関連物質の影響 
 
4-1 緒言 
第 3 章において、種々のアミノ酸が L-25 株の MnP 生合成経路に影響を与えるこ
とが分かったため、さらに詳しくそのメカニズムを調べていく必要がある。MnP
はヘムを活性中心に含むグリコプロテインであるため [1]、大きく分けて ① DNA
からセントラルドグマを通して MnP タンパク質を合成する経路と、② 活性中心で
あるヘムを合成する経路の 2 つの経路が関与しているものと考えられる。そこで、
本章ではヘムの前駆物質添加による影響を検討することにより、L-25 株による
MnP 生産にヘムの生合成経路 (②) がどれほど関与しているのかを調査すること
とした。 
哺乳類や真菌類におけるヘムの生合成経路を Fig. 4-1 に示す [2]。一般的に、真
菌類では Shemin 経路と呼ばれる経路を介し、グリシンと succinyl-CoA を起点とし
てヘムの合成が開始される。まず、5-aminolevulinic acid synthase の働きによりグリ
シンが 5-aminolevulinic acid へと変換され、さらに 5-aminolevulinic acid dehydratase
などの酵素によって様々な中間体を経由して protoporphyrin IX が合成され、最終的
に ferrochelatase によって鉄原子 (Fe) が挿入されてヘムが合成される。本章では、
ヘムの合成経路の起点であるグリシンと中間体の 5-aminolevulinic acid、
protoporphyrin IX を培養液へ添加し、MnP 生産への影響を検討した。 
 
4-2 実験方法 
4-2-1 試薬 
グリシンはナカライテスク製 (特級) を、5-aminolevulinic acid hydrochloride はコ
スモバイオ製を、protoporphyrin disodium salt は東京化成工業製を使用した。第 3 章
と共通する薬品は同様のものを使用した。 
 
4-2-2 培養条件 
菌体や培養方法に関しては、第 2 章と同様の方法で行った。培養液には、第 3
章で説明した基本培地を使用した。グリシンは 0 ~ 1 g/L、5-aminolevulinic acid 
hydrochloride は 0 ~ 1 mM、protoporphyrin IX は 0 ~ 500 mg/L の濃度範囲で基本培地
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へ添加した。グリシンと 5-aminolevulinic acid は蒸留水に溶解させて pH を 7 に調製
した後、ろ過滅菌してオートクレーブ後の基本培地へ添加した。protoporphyrin IX
はオートクレーブ前に基本培地へ添加した。 
Fig. 4-1   Heme biosynthesis pathway 
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4-2-3 分析方法 
グルコース濃度や MnP 活性などの第 2 章と共通する分析項目は、同様の方法で
測定した。 
 
4-3 結果と考察 
4-3-1 グリシンの影響 
ヘムの生合成経路の起点であるグリシンを基本培地へ添加して培養を行い、その
MnP 生産への影響について検討した (Fig. 4-2)。グリシンの添加により最大 MnP
活性がわずかに増加したが、その値は第 3 章の他の誘導アミノ酸のものと比べても
非常に低い結果となった。また、0.5, 1.0 g/L での効果にほとんど差はなく、MnP
生合成への関与は低いものと考えられる。Cyathus bulleri によるラッカーゼ生産や
Bacillus sp.によるキシラナーゼ生産でも、グリシンによる生産性の増加が報告され
ている [3, 4]。これらの論文では、グリシンが膜の透過性を変化させた結果、酵素
の細胞外への放出を引き起こしたのではないかと考えられている。L-25 株による
MnP 生産に関しても、グリシンはヘム生合成への関与は薄く、膜の透過性などに
影響を与えていた可能性が高いと思われる。 
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Fig. 4-2   Effect of glycine on MnP production by strain L-25 
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4-3-2 5-aminolevulinic acid の影響 
ヘムの生合成経路の第一段階では、グリシンと succinyl-CoA が 5-aminolevulinic 
acid synthase の働きにより 5-aminolevulinic acid へと変換される。Phanerochaete 
chrysosporium によるリグニンペルオキシダーゼ生産などでは、培養液への
5-aminolevulinic acid の添加により生産性が増加した例が報告されている [5]。そこ
で、5-aminolevulinic acid の MnP 生産への影響を検討した (Fig. 4-3)。5-aminolevulinic 
acid 0.1 mM の添加でグリシン添加時と同等のわずかな MnP 活性の増加がみられた
が、更なる添加では MnP 活性が減少していった。菌体量への影響はほとんどない
ため、過剰量の 5-aminolevulinic acid の添加は MnP 生産を阻害するようである。結
果として、グリシン同様に L-25 株の MnP 生合成経路への 5-aminolevulinic acid の
関与は低く、5-aminolevulinic acid synthase の反応は律速ではないことが明らかとな
った。 
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Fig. 4-3   Effect of 5-aminolevulinic acid on MnP production by strain L-25 
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4-3-3 Protoporphyrin IX の影響 
5-aminolevulinic acid はその後 5-aminolevulinic acid dehydratase などの酵素の働き
により protopophyrin IX へと変換されていき、最終的に ferrochelatase によりヘムへ
と変換される。LiP や MnP 遺伝子を組込んだ Escherichia coli や Pichia pastoris など
では、protoporphyrin IX やヘミンを添加することによりリグニン分解酵素の生産性
が増加することが報告されている [6-8]。そこで、ヘムの一段階前の物質である
protopophyrin IX の MnP 生産の影響についても検討を行った (Fig. 4-4)。今回の検討
では実験誤差が大きく詳しいことは分からないが、protopophyrin IX の MnP 生合成
への関与も低いようである。すなわち、ヘム合成経路のうち、グリシンから始まり
protopophyrin IX が合成されるまでには律速は見出せなかった。最終的に、
ferrochelatase によりヘムが合成される反応もそれほど重要であるとは考えにくい
ため、ヘムの生合成が MnP 生産に及ぼす影響は非常に低いものと考えられる。 
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Fig. 4-4   Effect of protoporphyrin IX on MnP production by strain L-25 
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4-4 結言 
ヘム合成経路の起点であるグリシンや中間体の 5-aminolevulinic acid、終産物手前
の protoporphyrin IX の添加による MnP 生産への影響はほとんどみられなかった。
おそらく、ヘムの生合成は MnP 生合成を律速するものではなく、タンパク質部分
の生合成の方がより重要であると考えられる。 
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第 5 章 遺伝子発現解析 
 
5-1 緒言 
第 4 章において L-25 株による MnP 生産ではヘムの生合成経路よりもタンパク質
の合成経路の方が律速段階であると考えられたため、MnP タンパク質の生合成経
路を詳しく調査していく必要がある。そこで、本章では real-time RT-PCR 法を用い、
タンパク質生合成の初段階である転写段階での解析を行うこととした。 
白色腐朽菌への遺伝子的解析法の適用は報告例が少なく、当研究室においても初
の試みであるため、初めに遺伝子解析のための諸条件について検討を行った。その
後、近種であると考えられる Bjerkandera 属の MnP 遺伝子の配列を参考にしてプラ
イマーを作製し、MnP 遺伝子発現の解析を行った。また、第 3 章において L-フェ
ニルアラニン添加による MnP 生産の阻害に L-phenylalanine ammonia-lyaseが関与し
ていることが示唆されたため、L-フェニルアラニン添加時の遺伝子発現解析も行い、
L-フェニルアラニンが MnP 生産に及ぼす影響について更なる検討を行った。 
 
5-2 実験方法 
5-2-1 試薬 
菌体からの DNA 抽出と RNA 抽出には、ISOPLANT と ISOGEN (ともにニッポン
ジーン製) を使用した。DNase 処理には DNase I (タカラバイオ製)、逆転写には
PrimeScript RT reagent kit (タカラバイオ製)、Real-time PCR には LightCycler 480 
SYBR Green I Master (Roche 製) を使用した。塩基配列解析には DYEnamic ET 
Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare 製) を使用した。ポリアクリルアミド
ゲルには e-PAGEL E-T520L (アトー製) を、アガロースゲルには Agarose 21 (ニッポ
ンジーン製) を使用した。その他の遺伝子関連の試薬には、できる限り分子生物学
用のものを使用した。培養や測定に関する第 3 章と共通する薬品は同様のものを使
用した。 
 
5-2-2 装置 
菌体の破砕には Mini-Beadbeater (BioSpec Products 製) を使用した。PCR や逆転写
時などの温度制御は PC320 (ASTEC 製) を用いて行った。ポリアクリルアミドゲル
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電気泳動には AE-6530 型ミニスラブ電気泳動槽 (ATTO 製) を、アガロースゲル電
気泳動には iMyRun.NC 核酸用電気泳動システム (コスモバイオ製) を用い、EtBr
染色したゲルは UVT-2126 Dual UV Transilluminator (ASTEC 製) によって確認した。
Real-time PCR には LightCycler 480 system (Roche 製) を使用した。 
 
5-2-3 培養条件 
培養液には第 3 章で説明した基本培地とこれに L-フェニルアラニン (1 g/L) や
硫酸アンモニウム (0.396 g/L) を添加した培地を用い、第 2、3 章と同様の方法で培
養を行った。遺伝子抽出は 1 つのボトルから菌体を全て回収して行い、各実験点で
は 2 回繰り返して (2 ボトルづつ) 実験した。 
 
5-2-4 分析方法 
グルコース濃度や MnP 活性などの第 2 章と共通する分析項目は、同様の方法で
測定した。 
 
5-2-5 遺伝子抽出 
培養は 5, 8, 10, 12, 14 (, 16)日間行った。培養後の菌体は、無菌条件下で遠心分離 
(9,100 × g、10 分間) によって回収し、滅菌生理食塩水を用いて 2 回洗浄した。 
Total RNA の抽出には ISOGEN を用い、菌体の破砕を除いて概ねプロトコル通り
に抽出操作を行った。菌体の破砕にはジルコニアビーズを用いた。ジルコニアビー
ズ (直径 0.5 mm) 適量とガラスビーズ (直径 5 mm) 1つを入れた 2 mLねじ口チュ
ーブを 121°C で 20 分間オートクレーブした後、十分に水切りを行った湿潤菌体と
ISOGEN 500 μL (プロトコルの半分量) を入れて、Mini-Beadbeater (4,800 rpm) によ
って破砕を行った。ジルコニアビーズ量、菌体量、破砕時間に関しては本章内で検
討を行った。 
DNA の抽出には ISOPLANT を用い、Total RNA の抽出操作と同様に菌体の破砕
を除いて概ねプロトコル通りに抽出を行った。ジルコニアビーズとガラスビーズを
入れた 2 mL ねじ口チューブに菌体を採り、ISOPLANT の溶液をプロトコル通りに
加えて Mini-Beadbeater (4,800 rpm) によって破砕を行った。ジルコニアビーズ量、
菌体量、破砕時間に関しては本章内で検討を行った。 
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5-2-6 分子系統解析 
L-25 株の 18S rDNA および ITS-5.8S rDNA の塩基配列解析は、㈱テクノスルガに
委託した。得られた塩基配列を用いて分子系統解析を行った。相同性検索や塩基配
列の取得には国際塩基配列データベース (NCBI, DDBJ) を利用し、CLUSTAL X を
用いて解析を行った。分子系統樹は近接結合法 [1] に基づいて作成し、各系統枝
の信頼度は Bootstrap 法 [2] (Bootstrap 回数: 1000 回) により評価した。 
 
5-2-7 プライマー 
18S rDNA と MnP、L-phenylalanine ammonia-lyase の遺伝子領域を増幅するために
それぞれのプライマーを設計した (Table 5-1)。プライマー設計の詳細については本
章内で説明する。18S rDNA 用のプライマーは、L-25 株の 18S rDNA 配列に基づき、
特異的な部分を含むように Primer3 を用いて設計した。MnP 用のプライマーは、
Bjerkandera sp.の versatile peroxidase (accession no. AY217015) の配列を基にして
Primer3 を用いて 3 種類設計した。MnP d の両プライマーと MnP e の reverse primer
はイントロン部分をまたぐように設計してあるため、MnP d と MnP e のプライマー
セットでは cDNA をテンプレートとした場合のみ PCR による増幅が行われる。
L-phenylalanine ammonia-lyase (PAL) 用のプライマーは、比較的近い菌種である
Phanerochaete chrysosporium (http://genome.jgi-psf.org/Phchr1/Phchr1.home.html) [3] 
と Coprinopsis cinerea okayama (accession no. XP_001830572)、Laccaria bicolor 
(accession no. XP_001880348)の L-phenylalanine ammonia-lyase の配列を基にして、相
同性の高い部分から縮重プライマーを設計した。 
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Table 5-1   Primer sequences for PCR  
Primer name 
Sequence of primer 
(5’→3’) 
Length 
[bp] 
Product size
[bp] 
18S rDNA 
(gDNA 148-382) 
F: CGACTTCTGGAAGGGGTGTA 20 
215 
R: CTTGGATGTGGTAGCCGTTT 20 
MnP d 
(BjcDNA 210-424) 
F: TCGACTGACCTTCCACGATG 20 
215 
R: CGCCTGCGAATTGAATAAAG 20 
MnP e 
(BjcDNA 755-860) 
F: AAGTCGAGTCCCCACTTGC 19 
106 
R: GGCTGGTTATCGACGAAAGA 20 
MnP f 
(BjcDNA 810-964) 
F: ACGTGACTCGAGGACTGCTT 20 
155 
R: TCGGAGGTACAGGGATTACG 20 
PAL 1F F: CAATTCNTNGGNCCCCAG 18 ― 
PAL 2F F: GATAACCCNCTNATNGA 17 ― 
PAL 3F F: CNAACGCNATGGAGAAGAC 19 ― 
PAL 2R R: TCNATNAGNGGGTTATC 17 ― 
PAL 3R R: GTCTTCTCCATNGCGTTNG 19 ― 
PAL 4R R: TGCATNTCNGCNGACTG 17 ― 
*N: A+G+C+T 
 
5-2-8 塩基配列解析 
各プライマーを用いた PCR 産物の塩基配列の解析には、DYEnamic ET Terminator 
Cycle Sequencing Kit を使用した。Template DNA には約 10 ng/μL となるように希釈
した DNA 溶液 (PCR 産物) を使用し、プロトコルに従って PCR を行った。解析は
DNA シーケンサー (PRISM 3100, ABI 製) を用いて行い、Chromas Lite v2.01 により
配列を分析した。 
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5-2-9 Real-time RT-PCR 
DNase 処理により total RNA 溶液からゲノム DNA を取り除いた後、ランダムプ
ライマーと Oligo dT プライマーを含む PrimeScript RT reagent kit により cDNA を合
成した。いづれも操作はプロトコルに従った。その後の real-time PCR は LightCycler 
480 system を用いて行った。増幅時のプログラムを Table 5-2 に示す。アニーリン
グ温度は、18S rDNA、MnP 遺伝子の増幅時には 55°C、L-phenylalanine ammonia-lyase
遺伝子の増幅時には 60°C とした。操作はプロトコル通りに行ったが、縮重プライ
マーを使用した際は各プライマー濃度を 50 倍に変更した。 
 
Table 5-2   Amplification programs for real-time PCR 
Program name Temperature [°C] Hold [hh:mm:ss] 
Pre-incubation 95 00:05:00 
Amplification 
(40 cycles) 
95 00:00:10 
55, 60 00:00:10 
72 00:00:10 
Melting curve 
95 00:00:05 
65 00:01:00 
97 ― 
Cooling 40 00:00:10 
 
5-3 結果と考察 
5-3-1 遺伝子抽出条件の検討 
遺伝子抽出用の試薬には酵母や植物、動物組織用のものが市販されているが、糸
状菌用は販売されておらず、具体的な報告例も少ない。そこで、DNA および RNA
の抽出条件について検討を行った。 
DNA 抽出 
DNA の抽出には植物・酵母用の ISOPLANT を使用した。予備検討段階でポリマ
ーメンブレンのフィルターカートリッジ法 (動物細胞用) も行ったが、付属の Lysis
では溶菌が不十分だったためかフィルターの目詰まりを起こしてしまい、糸状菌か
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らの DNA 抽出には適していなかった。それに対して ISOPLANT では、十分に抽出
が行われた。ジルコニアビーズによる破砕をせずにプロトコル通りに抽出を行った
結果を Fig. 5-1 に示す。なお、260 nm での吸光度 (A260) は DNA 量に相当し、それ
を 280 nm の吸光度で割った値 (A260/A280) を純度の目安として考えた。DNA の場
合、A260/A280 = 1.8 ~ 2.0 が基準であると考えられている。A260 は菌体量に比例して
増加したが、純度をみると菌体量 0.05 ~ 0.2 g 以外は基準の範囲外となってしまっ
た。菌体量が少ない時には試薬の成分が沈殿してしまい、菌体量が多い時にはタン
パク質などの不純物が混入してしまったためであると考えられる。 
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Fig. 5-1   Effect of mycelial weight on DNA extraction by ISOPLANT 
 
真菌類の細胞壁は厚くて丈夫なため、ジルコニアビーズによる菌体の破砕を行い
DNA 抽出への影響を検討した (Fig. 5-2)。菌体量に関わらず、ジルコニアビーズに
よる破砕を行うことにより A260 が急激に増加した。どちらもビーズ量 1.0 g の時に
最大となり、1.5 g 以上では減少していった。これは、ビーズによる摩擦によって
DNA が破壊されているためであると考えられる。純度 (A260/A280) に関しては、菌
体量 1.0 g の時は安定して基準範囲内におさまっていたが、菌体量 0.4 g では全て基
準の範囲外となってしまった。破砕なしの時と同様に、菌体量が過剰であるとタン
- 59 - 
パク質等の混入が起きてしまうようである。この結果を基に、DNA 抽出における
菌体量を 0.1 g、ジルコニアビーズ量を 1.0 g と固定した。 
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Fig. 5-2   Effect of zirconia beads weight on DNA extraction by ISOPLANT. Condition: 
Homogenized time, 30 s 
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次に、破砕時間の検討を行った (Fig. 5-3)。A260 は、破砕時間 40 s で最大となり、
60 s ではわずかに低いながらも同等の値が得られた。しかしながら、純度をみると
破砕時間 60 s では基準から外れてしまったため、最適破砕時間は 40 s であると考
えられる。以上より、今後の DNA 抽出の条件は、菌体量を 0.1 g、ジルコニアビー
ズ量を 1.0 g、破砕時間を 40 s に設定した。 
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Fig. 5-3   Effect of homogenized time on DNA extraction by ISOPLANT. Conditions: 
Cells, 0.1 g; Zirconia beads, 1.0 g 
 
糸状菌の Aspergillus 属からの DNA 抽出でも、同じような結果が報告されている 
[4, 5]。本研究で用いた動物細胞用の Lysis を利用した抽出キットの結果と同様に、
酵母用の Lysis を基本とする抽出キットでは十分な抽出効率が得られていない。そ
れに対して、ビーズによる破砕に基づく抽出キットでは、高い抽出効率が得られて
いる。これは、動物細胞や酵母と糸状菌の細胞壁の組成が大きく異なるためである
と考えられる。細胞壁中のキチンの含有量は、酵母では 1 ~ 2%程度であるのに対
して、糸状菌では 10 ~ 20%もあり、糸状菌の方がより強固であることが示されて
いる [6-8]。そのため、動物細胞や酵母用の Lysis だけでは十分に細胞壁を破壊する
ことができず、抽出効率も低かったものと考えられる。 
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RNA 抽出 
RNA 抽出には ISOGEN を用いた。ISOGEN の原理は Acid Guanidium-Phenol- 
Chloroform 法 (AGPC 法) と同じで、動物組織や植物、細菌などで幅広く用いられ
ており、糸状菌での使用例も幾つか報告されている。そこで、DNA と同様の方法
で RNA 抽出に関しても検討を行った。260 nm での吸光度 (A260) が RNA 量に相当
すると考え、それを 280 nm の吸光度で割った値 (A260/A280) を純度の目安として考
えた。RNA の場合の基準は、A260/A280 = 1.6 ~ 1.8 である。ジルコニアビーズによる
破砕をせずにプロトコル通りに抽出を行い菌体量の影響を検討したところ (Fig. 
5-4)、DNA の時とは異なり、菌体量と A260 は比例しなかった。純度もばらつきが
大きく、菌体量 0.15 g の時を除いて基準を下回った。先述した DNA 抽出時と同様
に、細胞壁が十分に破壊されていないため、うまく RNA が抽出されずタンパク質
等が混入してしまったものと考えられる。以降の検討では、一番純度が高かった菌
体量 0.15 g に固定して検討を行った。 
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Fig. 5-4   Effect of mycelial weight on RNA extraction by ISOGEN 
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次に、ジルコニアビーズによる破砕を行い、RNA 抽出への影響を検討した (Fig. 
5-5)。DNA と同様に、ビーズによる破砕を行うことにより A260 が大幅に増加した。
また、非常に低かった純度も、破砕により基準の範囲内に収まるようになった。
A260 はビーズ量 0.5 g で最大となり、更なる添加では徐々に減少していった。過剰
量のビーズは剪断力を増加させるため、RNA の破壊を引き起こすのではないかと
考えられる。 
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Fig. 5-5   Effect of zirconia beads weight on RNA extraction by ISOGEN. Condition: 
Cells, 0.15 g; Homogenized time, 30 s 
 
続いて、破砕時間の影響についても検討を行った (Fig. 5-6)。A260 は破砕時間の
増加とともに増加し、40 s で最大となった。しかしながら、今回の検討では純度が
基準から大きく外れてしまった。スペクトルを確認したところ、タンパク質の混入
はみられなかったため DNA が混入したものと考えられる。そのため、今後 real-time 
RT-PCR を行う際には DNase 処理により混入した DNA を除去することとした。ま
た以上より、今後の RNA 抽出の条件は、菌体量を 0.15 g、ジルコニアビーズ量を
0.5 g、破砕時間を 40 s に設定した。 
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Fig. 5-6   Effect of homogenized time on RNA extraction by ISOGEN. Conditions: Cells, 
0.15 g; Zirconia beads, 0.5 g 
 
 
5-3-2 分子系統解析 
L-25 株の分子系統学的位置を推定するために、18S rDNA および ITS-5.8S rDNA
の塩基配列を用いて分子系統解析を行った。 
18S rDNA 
L-25 株の 18S rDNA 塩基配列を Fig. 5-7 に示す。また、相同性検索結果の上位 10
株と代表的な白色腐朽菌に関する分子系統樹をFig. 5-8に示す。L-25株の 18S rDNA
塩基配列では、Phanerochaete chrysosporium や Bjerkandera 属、Trametes 属などの多
くの白色腐朽菌が相同性検索結果の上位に上った。系統樹では、Bjerkandera 属や
担子菌類の Trichaptum abietinum と Antrodia malicola が比較的近く、Phanerochaete 
chrysosporium や Trametes 属とは少し離れていた。 
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Fig. 5-7   18S rDNA sequence of strain L-25 
   1 AAAGATTAAG CCATGCATGT CTAAGTATAA ACAAGTTTGT ACTGTGAAAC TGCGAATGGC 
  61 TCATTAAATC AGTTATAGTT TATTTGATGG TGCTTTACTA CATGGATAAC TGTGGTAATT 
 121 CTAGAGCTAA TACATGCAAT CAAGCCCCGA CTTCTGGAAG GGGTGTATTT ATTAGATAAA 
 181 AAACCAACGC GGTTCGCCGC TCCCTTGGTG ATTCATAATA ACTTCTCGAA TCGCATGGCC 
 241 TTGTGCCGGC GATGCTTCAT TCAAATATCT GCCCTATCAA CTTTCGATGG TAGGATAGAG 
 301 GCCTACCATG GTTTCAACGG GTAACGGGGA ATAAGGGTTC GATTCCGGAG AGGGAGCCTG 
 361 AGAAACGGCT ACCACATCCA AGGAAGGCAG CAGGCGCGCA AATTACCCAA TCCCGACACG 
 421 GGGAGGTAGT GACAATAAAT AACAATATAG GGCTCTTTCG GGTCTTATAA TTGGAATGAG 
 481 TACAATTTAA ATCTCTTAAC GAGGAACAAT TGGAGGGCAA GTCTGGTGCC AGCAGCCGCG 
 541 GTAATTCCAG CTCCAATAGC GTATATTAAA GTTGTTGCAG TTAAAAAGCT CGTAGTTGAA 
 601 CTTCAGACCT GGCTGGGCGG TCTGCCTAAC GGTATGTACT GTCCGGCTGG GTCTTACCTC 
 661 TTGGTGAGCC GGCATGCCCT TCACTGGGTG TGTCGGGGAA CCAGGACTTT TACCTTGAGA 
 721 AAATTAGAGT GTTCAAAGCA GGCTTATGCC CGAATACATT AGCATGGAAT AATAAAATAG 
 781 GACGTGCGGT TCTATTTTGT TGGTTTCTAG AGTCGCCGTA ATGATTAATA GGGATAGTTG 
 841 GGGGCATTAG TATTCCGTTG CTAGAGGTGA AATTCTTGGA TTTACGGAAG ACTAACTATT 
 901 GCGAAAGCAT TTGCCAAGGA TGTTTTCATT AATCAAGAAC GAAGGTTAGG GGATCGAAAA 
 961 CGATCAGATA CCGTTGTAGT CTTAACAGTA AACTATGCCG ACTAGGGATC GGGCGAACTC 
1021 AATTTGATGT GTCGCTCGGC ACCTTACGAG AAATCAAAGT CTTTGGGTTC TGGGGGGAGT 
1081 ATGGTCGCAA GGCTGAAACT TAAAGGAATT GACGGAAGGG CACCACCAGG TGTGGAGCCT 
1141 GCGGCTTAAT TTGACTCAAC ACGGGGAAAC TCACCAGGTC CAGACATGAC TAGGATTGAC 
1201 AGATTGATAG CTCTTTCATG ATTTTATGGG TGGTGGTGCA TGGCCGTTCT TAGTTGGTGG 
1261 AGTGATTTGT CTGGTTAATT CCGATAACGA ACGAGACCTT AACCTGCTAA ATAGCCAGGC 
1321 CGGCTTTTGC TGGTCGCCGG CTTCTTAGAG GGACTGTCTG CGTCTAGCAG ACGGAAGTTT 
1381 GAGGCAATAA CAGGTCTGTG ATGCCCTTAG ATGTTCTGGG CCGCACGCGC GCTACACTGA 
1441 CAGAGCCAGC GAGTTTTTTT CCTTGGCCGG AAGGTCTGGG TAATCTTGTG AAACTCTGTC 
1501 GTGCTGGGGA TAGAGCATTG CAATTATTGC TCTTCAACGA GGAATACCTA GTAAGCGTGA 
1561 GTCATCAGCT CGCGTTGATT ACGTCCCTGC CCTTTGTACA CACCGCCCGT CGCTACTACC 
1621 GATTGAATGG CTTAGTGAGG TGTTGGGATT GGCTTCGGGG AGCCGGCAAC GGCACCCTGT 
1681 TGCTGAGAAC TTCATCAAAC TTGGTCATTT AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTT 
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Fig. 5-8   Bootstrap tree of 18S rDNA sequences 
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ITS-5.8S rDNA 
ITS-5.8S rDNA 塩基配列を Fig. 5-9 に、分子系統樹を Fig. 5-10 に示す。ITS-5.8S 
rDNA 塩基配列では、18S rDNA でもみられた Bjerkandera adusta や Trichaptum 
abietinum、そして担子菌類の Thanatephorus cucumeris が高い相同性を示した。系統
樹では、 Bjerkandera adusta や Trichaptum abietinum が近く、 Phanerochaete 
chrysosporium や Trametes 属は離れた位置に属するという 18S rDNA と同じ結果が
得られた。ただし、bootstrap 値は非常に低く、種レベルでの帰属は推定できなかっ
た。 
 
 
 
Fig. 5-9   ITS-5.8S rDNA sequence of strain L-25 
 
   1 TTTCCGTAGG TGAACCTGCG GAAGGATCAT TATCGAGTTT TGAAyGGGTT GTCTGCTGGC 
  61 TCGCAAGGGC ATGTGCACGC CTGTCTCATC CACTCTCAAC TTCTGTGCAC TTTTCATAGG 
 121 CCGGCTTGTG GGTGCGTTCG CGCACTTGTA GGTGTCGGGC TTATGCTTTA yTACAAACGA 
 181 TTCAGTyTTA GAATGTCATA CTTTGCTATA ACGCAATTAT ATACAACTTT CAGCAACGGA 
 241 TCTCTTGGCT CTCGCATCGA TGAAGAACGC AGCGAAATGC GATAAGTAAT GTGAATTGCA 
 301 GAATTCAGTG AATCATCGAA TCTTTGAACG CACCTTGCGC TCCTTGGTAT TCCGAGGAGC 
 361 ATGCCTGTTT GAGTCTCATG GAATTCTCAA CCTTCAGCTT TATTGATGAA GGCTTGGACT 
 421 TGGAGGTCGT GCCGGCTCTC GTAGTCGGCT CCTCTGAAAT GCATTAGTGC GAACGTTACC 
 481 AGCyGCTTCA GCGTGATAAT TATCTGCGTT GCTGTGGAGG GTATTCTAGT GTTyACGCTT 
 541 CTAACCGTCT TCGGACAAAT TTCTGAACTC TGAGCTCAAA TCAGGTAGGA CTACCCGCTG 
 601 AACTTAA 
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Fig. 5-10   Bootstrap tree of ITS-5.8S rDNA sequences 
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5-3-3 プライマーの設計 
18S rDNA 用プライマー 
L-25 株の 18S rDNA 塩基配列に基づき、菌株特異的な部分を含むように設計した。
プライマーの位置を Fig. 5-11 に二重線で示す。 
 
 
Fig. 5-11   Primer design for amplification of 18S rDNA 
 
MnP 用プライマー 
分子系統解析で L-25 株が Bjerkandera 属に近かったことや、L-25 株の精製 MnP
の N 末端から 22 残基までのアミノ酸配列およびトリプシン消化断片のアミノ酸配
列が Bjerkandera sp.の versatile peroxidase と高い相同性を示した [9] ことから、
Bjerkandera sp. B33/3のversatile peroxidase (accession no. AY217015) を基にしてプラ
イマーの設計を行った。Bjerkandera sp. B33/3 の versatile peroxidase の DNA 配列と
プライマーの位置を Fig. 5-12 に示す。大文字はエキソン、小文字はイントロンを
示し、黄色いマークは L-25 株の MnP 断片と一致した部分を示している。遺伝子発
現解析では RNA から逆転写した cDNA のみを増幅したいため、イントロン部分を
またぐようにプライマーを設計することが望ましい。さらに確実性を高めるために
は、L-25 株の MnP 断片が一致した部分に重点をおくべきである。そして、real-time 
PCR を行う際には、増幅産物の長さが 100 ~ 200 bp 程度が適している。以上の点を
考慮して Table 5-1 に示したように、3 つのプライマーセット (MnP d, MnP e, MnP f) 
を設計した。 
 
 121 CTAGAGCTAA TACATGCAAT CAAGCCCCGA CTTCTGGAAG GGGTGTATTT ATTAGATAAA 
 181 AAACCAACGC GGTTCGCCGC TCCCTTGGTG ATTCATAATA ACTTCTCGAA TCGCATGGCC 
 241 TTGTGCCGGC GATGCTTCAT TCAAATATCT GCCCTATCAA CTTTCGATGG TAGGATAGAG 
 301 GCCTACCATG GTTTCAACGG GTAACGGGGA ATAAGGGTTC GATTCCGGAG AGGGAGCCTG 
 361 AGAAACGGCT ACCACATCCA AGGAAGGCAG CAGGCGCGCA AATTACCCAA TCCCGACACG 
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Fig. 5-12   DNA sequence of versatile peroxidase from Bjerkandera sp. (accession no. 
AY217015). Bold capital letters show cDNA region and yellow markers show regions 
identical with the amino acid sequence of MnP fragment from strain L-25. 
MnP d-F
MnP d-R
MnP e-F
MnP e-R
MnP f-F 
MnP f-R 
   1 ATGGCCTTCA AGCAACTCCT CACTGCTGCT CTTTCCATCG CCCTTGCTCT CCCCTTCTCG 
  61 CAAggttcgt atctgttgct gcagaccgta ttctcctcga tgctcacctt ttcccatcca 
 121 taGCTGCGAT CACCAGACGT GTGGCTTGCC CAGATGGCGT GAACACCGCA ACCAACGCAG 
 181 CCTGTTGTGC TTTGTTCGCC GTCCGTGATG ACATCCAACA GAACTTGTTC GACGGCGGCG 
 241 AGTGCGGCGA AGAAGTGCAC GAGTCACTTC GACTGtatgg attttgtacc ctcgttgtga 
 301 attctgcgct cattctctac ccttaggACC TTCCACGATG CTATTGGCAT ATCTCCAAGC 
 361 CTTGCCGCCA CTGGCAAATT CGGGtacata ttgggacttt atttgtataa tcgtggcgac 
 421 taacgacctg ttacttagcG GCGGAGGTGC CGACGGGTCT ATCATGATCT TCGACGACAT 
 481 CGAGCCCAAC TTCCACGCCA ACAACGGCGT GGACGAGATT ATCAACGCGC AGAAGCCCTT 
 541 CGTGGCCAAG CACAACATGA CGGCAGGTGA CTTgtaagtt gctgtttact cccttagtga 
 601 tattacgttc gctaaatcac acaaacagTA TTCAATTCGC AGGCGCCGTT GGCGTGAGCA 
 661 ACTGCCCTGG TGCTCCTCAA CTGAGCTTCT TCCTCGGGCG CCCTGCAggt acggaatttg 
 721 caacgattgg atgttcttac tctcaccctg cttgtaGCGA CGCAGCCCGC GCCTGACGGG 
 781 CTTGTTCCGG AGCCCTTCgg tcagtccaat tattgtcccg aatccttgca ctcggactga 
 841 tgatgttcat caGACTCGGT CACCGACATC CTCAATCGCT TTGCCGATGC TGGCGGCTTC 
 901 ACAATTCAAG AAGTTGTTTG GCTCCTTGCC tcgtaagtac taccctgggc tcgctaagtt 
 961 tcgggtccta attgatgatc atgtccatAG TCATTCCATT GCTGCTGCTG ACCACGTCGA 
1021 CCCGACGATC CCTGGATCAC CCTTCGATTC TACTCCCGAA ATCTTCGACA CACAGTTCTT 
1081 TGTTGAGACG TTGTTGAAGG GCACGTTGTT CCCAGGGtaa acctcgtaac catactttta 
1141 atcatggaag atgctaattt taattatgat ctagtACGAG CGGCAACCAG GGCGAAGTCG 
1201 AGTCCCCACT TGCCGGCGAA ATTCGTCTCC AGTCAGATGC CGACTTCGCA CGTGACTCGA 
1261 GGACTGCTTG CGAGTGGCAG TCTTTCGTCa gtgagtactt tctatacaaa agaaaaacag 
1321 gcatttatac gatcgcctca GATAACCAGC CCCGGATGCA AGTTCTGTTC AAGGCGGCTA 
1381 TGCAGAAGCT GTCTATCTTG GGCCACGATC TCACTCAGAT GATTGACTGC TCCGACGTAA 
1441 TCCCTGTACC TCCGAGCACA GCGGTCCGTG GATCGCATCT GCCTGCGGGC AACACACTGG 
1501 ATGACATTGA ACAGGCTgtg agtactattt cccaaattct cataggtgac agcctaacgt 
1561 aagatatagT GCGCCTCCAC GCCATTCCCC TCGCTCACCG CCGACCCTGG TCCGGCCACC 
1621 TCTGTTGCCC CTGTGtaagt ctcaacaata cgatatggtt gagcgccccc atctgacact 
1681 actgatagcC CGCCTTCGta aacgcttcaa gcaatggagt gattgggttc tcacgactcg 
1741 gagggaataa ggcgtcgtcg taggaattgt g 
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L-phenylalanine ammonia-lyase 用プライマー 
近種の Bjerkandera sp.の L-phenylalanine ammonia-lyase に関する情報がデータベ
ース上に無かったため、比較的近い菌種である Phanerochaete chrysosporium 
(http://genome.jgi-psf.org/Phchr1/Phchr1.home.html) [3]と Coprinopsis cinerea okayama 
(accession no. AY217015)、Laccaria bicolor (accession no. AY217015)の L-phenylalanine 
ammonia-lyase の配列を基にプライマーを設計した。3 種の菌株の L-phenylalanine 
ammonia-lyase のアミノ酸配列をアラインメントした結果を Fig. 5-13 に示す。アミ
ノ酸配列の相同性が高い部分が幾つか存在していたため、その部分を DNA 配列に
変換して比較を行った (Fig. 5-14)。黄色のマーカーは一致した部分を示している。
縮重数が少なくかつ 20 bp 程度の長さのある部分 (図中赤い四角で囲んだ部分) を
抽出し、さらにそれらの組み合わせによる PCR 産物の長さが 100 ~ 200 bp 程度と
なるように選び出したのが Table 5-1 に示したプライマー (PAL 1F ~ 3F, 2R ~ 3R)で
ある。Table 5-3 にプライマーの組み合わせと PCR 産物の長さについてまとめた。
この時の PCR 産物の長さは、P. chrysosporium の配列に準拠して算出した。 
 
Table 5-3   Primer set for amplification of L-phenylalanine ammonia-lyase gene 
Primer set name Combination Product size [bp] 
PAL I 1F-2R 92 
PAL II 1F-3R 164 
PAL III 2F-4R 308 
PAL IV 3F-4R 238 
 
 
 
 
  
Fig. 5-13   Alignment of L-phenylalanine ammonia-lyase amino acid sequences from related strains (Phanerochaete chrysosporium, Laccaria 
bicolor and Coprinopsis cinerea) 
① ② ③ 
④ 
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Pc 1081  GAAGTTCACATTGCCGAGGATGAGGGCGAGCTCCGTCAGGACCGCTACCCACTCCGCACGGCGGCACAATTCCTTGGCCCCCAGATTGAGGACATCCTGT 
Lb 1036  GAAGTCACGCTCGAAGAGGATCGTTATTCTTTGAGACAAGACAGATATCCCCTCCGAACTTCGCCTCAATTCCTAGGGCCCCAGATTGAAGATATTCTCG  
Cc  994  GAAGTTGGTCTGTCCCAGGACAAGTACAACTTGAGGCAAGACAGGTACCCTTTGCGAACTTCCCCTCAATTCTTGGGGCCCCAGGTAGAAGACATTCTTG 
 
Pc 1181  CTGCCCACGAGACGGTCACTCTTGAGTCAACTCG--------------- ACCACCGATAACCCTCTTATTGATGGCGAGACTGGCACCGTGCACCATGGT 
Lb 1136  CAGCCCAATCGGCGATAACGCAGGAATCAACTCTAGTACCATTCATGTA GCGACGGATAACCCGCTCATTGACGGTGATTCTGGTGAAATTCATCATGGC 
Cc 1094  CCGCACTTTCCACCGTTCAGCTGGAGTCAACTCG--------------- ACCACTGATAACCCTCTTATCGACGGTGAAACCGGTCATGTTCACCACGGT 
 
Pc 1266  GGTAACTTCCAGGCCATGGCTGTCACGAACGCGATGGAGAAGACCCGCCTTGCCATTCACCACATTGGCAAGCTGCTCTTTGCCCAGGCAACCGAGCTCA 
Lb 1236  GGTAACTTTCAGGCAATGGCCGTCACCAACGCTATGGAGAAGACACGACTCGCTTTGCATCACATCGGAAAACTTCTCTTTGCACAGAGCACCGAGCTTT 
Cc 1179  GGCAACTTCCAGGCGATGGCCGTAACCAACGCCATGGAGAAGACCCGCCTTGCTCTCCACCATATCGGCAAACTAATGTTTGCTCAGAGCACAGAGCTCT 
 
Pc 1366  TCAACCCCATGATGAACCGCGGCCTGCCACCCAACCTCGCGGCGACTGACCCGTCCCACAACTACTTCGCCAAGGGTATCGACATTCACCTCGCTGCCTA 
Lb 1336  GTAACCCGGCTATGAACAACGGTTTACCGCCATCGCTGGCGGCAAGCGACCCATCTCTGGATTATCACGGAAAGGGTGCCGATATCGCCACGGCCGCTTA 
Cc 1279  CTAACCCTGCCATGAACAATGGCCTCCCACCTAACCTTGCTGCCTCTGATCCTTCTCTCAACTACCATGGTAAAGGTATCGATATCGCTACTGCTGCGTA 
 
Pc 1466  CGTCGGCGAGCTCGGCTTCCTTGCCAGCCCGGTCTCTTCGCACATCCAGTCCGCGGAGATGCACAACCAGGCTGTTAAC 
Lb 1436  TGTAGCCGAACTAGGTTACTTGGCCAACCCAGTGTCCACCCACATTCAGTCGGCTGAGATGCACAACCAAGCCGTCAAT 
Cc 1379  TGTCGCAGAGCTCGGTCACCTTGCTGCTCCCGTCTCTACTCACATCCAGTCTGCCGAAATGCATAACCAGGCTGTCAAT 
 
Fig. 5-14   Degenerated primer design for amplification of L-phenylalanine ammonia-lyase gene (Pc: Phanerochaete chrysosporium,  
Lb: Laccaria bicolor, Cc: Coprinopsis cinerea) 
 
PAL 1F 
PAL 2F (2R) 
PAL 3F (3R) 
PAL 4R 
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電気泳動による確認 
作製した MnP 用、PAL 用のプライマーを用いて cDNA サンプルをテンプレート
として PCR を行い、電気泳動により PCR 産物の確認を行った (Fig. 5-15)。MnP 用
の 3 つのプライマーでは、いづれも設定どおりの長さの PCR 産物が得られた。そ
れに対して、L-phenylalanine ammonia-lyase 用のプライマーでは、PAL IV のプライ
マーセットのみで目的の長さの PCR 産物が得られた。PAL III に関してはわずかな
増幅がみられたが、目的の長さよりも少し長く、目的産物が得られているかは確認
できなかった。以上の結果から、real-time PCR には cDNA のみを選択的に増幅する
MnP d と MnP e、そして PAL IV のプライマーセットを用いることとした。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5-15   Poly-acrylamide gel electrophoresis analysis of PCR products 
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5-3-4 塩基配列解析 
Fig. 5-15 で得られたバンドを切り抜き超純水中に懸濁させたものをテンプレー
トとしてもう一度 PCR を行った後、DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit
を用いて PCR 産物の塩基配列解析を行った。その結果、明らかとなった配列を以
下に示す。解析は Forward primer と Reverse primer の両方で行い、不一致であった
部分を N とした。また、参考とした Bjerkandera sp.の versatile peroxidase とは異な
る部分は反転して表した。 
 
MnP d set: 
TTGACTGACC TTCCACGATG CTATCNNCAT ATCTCCAAGC CTTGCCGCCA CTGGCAANTT  
CGGTGGCGGA GGTGCCGACG GGTCNATCAT GATCTTCGAC GACATCGAGC CCAACTTCNA  
CGCCAACAAT GGCGTCGACG AGATTATCAA CGCGCAGAAG CCNTTCGTGG CCAAGCACAA  
NNNGACGGCA GGTGACTTTA TTCAATTCGC AGGCG 
 
MnP e set: 
AAGTCGAGTC CCCACTTGCC GGCGANNTTC GTNTCCAGTC AGATGCCGAC TTCGCACGTG  
ACTCGAGGAC TGCTTNCGAG TGGCAGTCTT TCGTCGATAA CCAGCC 
 
MnP f set: 
ACGTGACTCG AGGACTGCTT GCGANTGGCA GTCTTTCGTC AANAACCAGC CCCGGATGCA  
AGTTCTGTTC AAGGCGGCTA TGCAGAAGCT GTCNANNTTG GGCCANGATC TCACTCAGAT  
GANNNNNTGC TCCGACGTAA T 
 
MnP e と MnP f では、N の部分を除けば、ほぼ完全に Bjerkandera sp.と同一の配列
であった。MnP d set の領域ではほとんどが Bjerkandera sp.と一致したものの、異な
る部分が比較的多く存在した。これらの配列を BLAST で検索したところ、Table 5-4
に示すように Bjerkandera adusta や Bjerkandera sp.が高い相同性でヒットした。その
ため、L-25 株は Bjerkandera と非常に近い種であることが再確認できた。なお、PAL 
IV プライマーを用いて同様の解析を行ったが縮重プライマーを用いているためか
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結果が安定せず、L-phenylalanine ammonia-lyase の塩基配列に関しては十分なデー
タが得られなかった。 
 
Table 5-4   Homology of PCR products 
Accession no. Description 
Homology [%] 
MnP d MnP e MnP f
EF570873.1 Bjerkandera adusta versatile peroxidase mRNA 93 95 92 
DQ060037.1 Bjerkandera adusta versatile peroxidase mRNA 92 91 91 
AF490538.1 Bjerkandera sp. B33/3 RBP mRNA 93 95 92 
 
 
5-3-5 Real-time RT-PCR 法による遺伝子発現解析 
検量線の作成 
Real-time RT-PCR 法による遺伝子発現解析を行うために、初めに real-time PCR に
よる検量線の作成を行った。Section 5-3-4 と同様にバンドの切り抜きの懸濁液をテ
ンプレートとして PCR を行い、得られた PCR 産物の吸光度から 0.004 ~ 4000 ng/mL
の希釈系列を作製した。これをテンプレートとして real-time PCR を行い、検量線
を作成した。Cp 値 (Crossing point) の算出には、増幅曲線の 2 次導関数が最大とな
る位置を Cp 値とする 2nd Derivative Maximum 法を用いた。Melting curve を Fig. 5-16
に、検量線を Fig. 5-17 に、パラメーターをまとめた表を Table 5-5 に示す。Melting 
curve 解析では、いづれのプライマーセットでも単一のピークが得られており、目
的とする DNA 断片だけが増幅されたことが分かる。MnP e では 0.004 ng/mL の低
濃度まで直線性が維持されており、低濃度でも測定が可能であった。18S rDNA、
MnP d、PAL IV に関しては測定限界が 0.04 ng/mL となった。また、いづれのプラ
イマーセットもエラーは非常に小さいものの、効率はやや低い結果となった。 
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Fig. 5-16   Typical melting curves of PCR products 
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Fig. 5-17   Standard curves for expression analysis by real-time PCR 
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Table 5-5   Parameters of standard curve for expression analysis by real-time PCR 
Primer set Slope Intercept Efficiency Error 
Range 
[ng/mL] 
18S rDNA -6.649 34.34 1.414 0.0106 0.04-4000 
MnP d -5.807 27.23 1.487 0.0023 0.04-4000 
MnP e -4.713 21.58 1.630 0.0118 0.004-4000 
PAL IV -4.510 21.24 1.666 0.0125 0.04-4000 
 
L-フェニルアラニン添加時の遺伝子発現解析 
作成した検量線を基にして、基本培地とそれに L-フェニルアラニン 1.0 g/L を添
加した培地を用いて培養を行った際の遺伝子発現を real-time RT-PCR 法により解析
した。MnP 生産の経時変化を Fig. 5-18 に、遺伝子発現の経時変化を Fig. 5-19 に示
す。なお、cDNA サンプルをテンプレートとして real-time PCR を行ったところ、
MnP e プライマーでは増幅の開始が遅く解析には適していなかったため、MnP 遺伝
子の発現解析には MnP d プライマーのみを用いた。 
基本培地では、培養 12 日目に MnP 活性が最大値となり、タンパク質濃度も同様
の挙動を示した。菌体量は徐々に増加して培養 14 日目で最大となり、グルコース
が消費された後わずかに減少した。MnP の遺伝子発現は MnP 生産と同様の挙動を
示し、培養 12 日目で最大となった。L-phenylalanine ammonia-lyase の遺伝子発現に
関しては、MnP の遺伝子発現よりも少し早い培養 8 日目に最大となり、その後緩
やかに減少していった。 
それに対して、L-フェニルアラニンを添加した培地では、MnP 生産は強く阻害
された。基本培地と比べて、菌体量には大きな差異がなかったが、細胞外タンパク
質濃度はやや低い結果となった。また、L-フェニルアラニンの添加により MnP 遺
伝子発現量は著しく阻害されたため、L-フェニルアラニンによる MnP 生産の阻害
は転写レベルで起こっていることが明らかとなった。一方、L-phenylalanine 
ammonia-lyase の関与が示唆されていたが、L-phenylalanine ammonia-lyase の遺伝子
発現量は基本培地よりもやや低く、その関与については現段階では明らかではない。 
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Fig. 5-18   Time courses of MnP production using basal medium and L-phenylalanine 
added medium 
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Fig. 5-19   Time courses of cDNA concentration in basal medium and L-phenylalanine 
added medium 
 
 
- 79 - 
アンモニウムイオン添加時の遺伝子発現解析 
L-フェニルアラニンの添加により MnP 遺伝子発現が著しく阻害されたため、
L-phenylalanine ammonia-lyase の働きにより放出されるアンモニウムイオン (NH4+)
が MnP 遺伝子発現に及ぼす影響についても検討を行った。基本培地とそれに硫酸
アンモニウム 0.396 g/L を添加した培地を用いて培養を行い、同様に遺伝子発現を
解析した。MnP 生産の経時変化を Fig. 5-20 に、遺伝子発現の経時変化を Fig. 5-21
に示す。 
基本培地は先述した結果と同様となったが、今回は MnP 活性が最大となる培養
12 日目よりも少し早い培養 10 日目で MnP の遺伝子発現量が最大となった。転写
後に翻訳される期間が必要であるため、おそらく遺伝子発現量が最大となってから
少し遅れて活性値が最大となったものと考えられる。アンモニウムイオンを添加し
た培地では MnP 生産が強く阻害され、菌体量は基本培地と比べても大きな差異は
なく、現象レベルでは L-フェニルアラニン添加時とほぼ同様の結果となった。た
だし、細胞外タンパク質濃度に関してはアンモニウムイオン添加により大きく減少
した。また、MnP 遺伝子発現量の最大値は基本培地と比較してもそれほど大きな
差はなかったため、アンモニウムイオン添加による MnP 生産の阻害は翻訳レベル
で起こっていることが明らかとなった。 
 
基本培地の遺伝子発現量を基準とした際の MnP 及び L-phenylalanine 
ammonia-lyase 遺伝子の最大発現量の比較を Fig. 5-22 に示す。MnP 遺伝子の最大発
現量は、L-フェニルアラニン添加によって著しく阻害されたのに対して、アンモニ
ウムイオン添加時には僅かな減少しかみられなかった。また、L-フェニルアラニン
添加時には L-phenylalanine ammonia-lyase 遺伝子発現量も減少していたのに対して、
アンモニウムイオン添加時には逆に増加していた。そのため、L-フェニルアラニン
による MnP 生産の阻害とアンモニウムイオンによる阻害のメカニズムは異なり、
L-フェニルアラニンによる阻害には L-phenylalanine ammonia-lyase 以外の経路が関
与している可能性が高いと考えられる。補足ながら、今回の L-phenylalanine 
ammonia-lyase 遺伝子発現解析には縮重プライマーを用いているためか結果が安定
していないため、L-phenylalanine ammonia-lyase 遺伝子の発現解析は更なる検討を
行うことが望まれる。 
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Fig. 5-20   Time courses of MnP production using basal medium and ammonium ion 
added medium 
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Fig. 5-21   Time courses of cDNA concentration in basal medium and ammonium ion 
added medium 
 
- 81 - 
Ba
sa
l m
ed
ium + P
he  
%
 C
on
tro
l
0
50
100
150
200
MnP gene
PAL gene
+ N
H 4
+
 
 
Fig. 5-22   Comparison of maximum expression levels of MnP and L-phenylalanine 
ammonia-lyase genes 
 
5-4 結言 
ジルコニアビーズによる破砕を行うことによって、糸状菌から安定して DNA お
よび RNA を抽出できた。適度な破砕が糸状菌の強固な細胞壁を破壊し、抽出効率
が増加したものと考えられる。DNA 抽出時の最適破砕条件は菌体量 0.1 g、ジルコ
ニアビーズ 1.0 g、破砕時間 40 s で、RNA 抽出では菌体量 0.15 g、ジルコニアビー
ズ 0.5 g、破砕時間 40 s であった。また、18S rDNA と ITS-5.8S rDNA の塩基配列に
よる分子系統解析では、L-25 株が Bjerkandera 属と非常に近い種であることが明ら
かとなった。MnP 及び L-phenylalanine ammonia-lyase 遺伝子を増幅するために設計
したプライマーで目的長さの PCR 産物が増幅され、その塩基配列を解析すると、
最も研究が進んでいる Phanerochaete chrysosporium よりも Bjerkandera 属の MnP に
近いことが分かった。さらに、遺伝子発現解析の結果、L-フェニルアラニンによる
MnP 生産の阻害は MnP 遺伝子の転写レベルで、アンモニウムイオンによる阻害は
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翻訳レベルで起こっていることが明らかとなった。L-フェニルアラニン添加時に
L-phenylalanine ammonia-lyase 遺伝子の発現量が増加しなかったため、L-フェニルア
ラニンによる阻害には L-phenylalanine ammonia-lyase 以外の阻害経路が関与してい
るものと考えられる。 
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第 6 章 結論 
 
昨今、バイオレメディエーションや非可食バイオマスの前処理などのバイオプロ
セスへのリグニン分解酵素の適用が期待されている。この様な生物学的な手法が実
際に適用されるための必要条件としては、リグニン分解酵素を廉価で大量に生産で
きるプロセスを開発することが挙げられる。そのために、多くの研究者が新規有用
菌株の取得や培養液・培養方法の検討、バイオリアクターの開発などの様々な観点
から検討を行ってきた。しかしながら、これまでに報告されている白色腐朽菌は炭
素源や窒素源を制限した栄養飢餓状態でのみリグニン分解酵素の生産が誘導され
るという特性をもっており、ラッカーゼ以外のリグニン分解酵素の生産性は未だに
実用レベルには至っていない。そこで、本研究ではリグニン分解酵素の一つである
マンガンペルオキシダーゼ (MnP) を低コストで大量に生産する方法を開発するこ
とを目指して、L-25 株による MnP 生産に及ぼす培地組成の影響について検討を行
った。 
これまでの研究で L-25 株による MnP 生産に適していると分かっている Potato 
dextrose broth を基本とした培地の組成を応答曲面法を用いて検討したところ、培養
液中の窒素源濃度は細胞外タンパク質濃度に、Mn2+濃度は MnP の比活性に大きな
影響を与えることが明らかとなった。さらに培地組成の最適化を行ったところ、既
報の文献値の中で最も高い約 30 U/mL もの MnP が生産された。L-25 株は『窒素源
濃度が高い培地でも MnP 生産が抑制されない』という他の白色腐朽菌とは異なる
特性を持っていることが明らかとなり、このことが高い MnP 生産性につながった
ものと考えられる。また、このときリグニンペルオキシダーゼやラッカーゼはほと
んど検出されておらず、L-25 株が MnP の大量生産に非常に適した菌株であること
が証明された。 
培養原料の低コスト化を図るためにデンプン加工工場で発生するじゃがいも加
工廃水を用いた MnP 生産を検討したところ、同条件の Potato dextrose broth 培地と
比較して約 2 ~ 3 倍の MnP 活性が得られた。じゃがいも加工廃水中に多くの窒素源
が含まれていることが、高い MnP 活性を示した一助となったと思われる。また、
じゃがいも加工廃水培地では、グルコース濃度が最大活性値に、初期 pH が生産速
度に大きな影響を与えた。この時、Potato dextrose broth 培地ではみられなかった急
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激なグルコースの消費がみられたため、じゃがいも加工廃水中には何らかの有効物
質が含まれているものと考えられる。コスト面では、じゃがいも加工廃水培地は
Potato dextrose broth 培地に比べて 1/10 ~ 1/20 程度のコスト (試薬レベル) で済むた
め、じゃがいも加工廃水が安価な培養原料として適していることが明らかとなった。 
じゃがいも加工廃水に含まれる有効物質を特定するために、窒素源の一つである
アミノ酸に着目して検討を行ったところ、じゃがいも加工廃水に含まれているアミ
ノ酸が MnP 生産に大きな影響を及ぼしていることが明らかとなった。じゃがいも
加工廃水にはチロシンやフェニルアラニン、セリン、リジン、アスパラギン酸が、
Potato dextrose broth にはグルタミン酸やロイシン、フェニルアラニンが多く含まれ
ており、L-グルタミン酸と L-アスパラギン酸、L-セリンは MnP 生産を 2 ~ 3 倍に増
加させたのに対して、L-フェニルアラニン、L-チロシン、L-ロイシン、L-リジンは
MnP 生産を 1/2 以下に減少させた。また MnP 生産を阻害したアミノ酸は、リグニ
ンペルオキシダーゼ生産も阻害していた。 
L-25 株の MnP 生産を誘導した L-グルタミン酸と L-アスパラギン酸、L-セリンは
Phanerochaete chrysosporium などの白色腐朽菌では阻害剤として働くことが報告さ
れているため、高い窒素源濃度条件下でも MnP 生産が抑制されないという L-25 株
の特徴はこれに起因しているのではないかと思われる。ただし、誘導したアミノ酸
を組み合わせて添加しても、更なる MnP 生産性の向上はみられなかったため、じ
ゃがいも加工廃水中には更なる有効物質が存在しているものと考えられる。 
一方、L-フェニルアラニンによる阻害は P. chrysosporium でも報告されており、
L-phenylalanine ammonia-lyase の働きにより L-フェニルアラニンから放出されるア
ンモニウムイオン (NH4+) がリグニン分解酵素などの二次代謝を阻害すると考え
られている。そこで、NH4+ が L-25 株の MnP 生産に及ぼす影響について検討した
ところ、現象レベルにおいてL-フェニルアラニン添加時と同様の影響がみられた。
そのため、L-25 株においても L-phenylalanine ammonia-lyase が関与している可能性
が高いと思われる。じゃがいも加工廃水にも Potato dextrose broth にもフェニルアラ
ニンが多く含まれているため、その阻害メカニズムを解明することは更なる MnP
生産性の向上や食品加工廃棄物などの低コスト培養原料の利用に対する有効な情
報を与えることになると考えられる。 
MnP はヘムと MnP タンパク質から構成されているが、ヘムの前駆体を添加して
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も MnP 生産性に大きな影響がみられなかったため、タンパク質合成経路の方が
L-25 株の MnP 生合成にとってより重要な役割を果たしていると考えられる。そこ
で、遺伝子発現レベルでの影響を検討することとした。しかし、糸状菌の遺伝子発
現解析は他の生物に比べて報告例が少ないため、まずは遺伝子抽出条件について検
討を行った。酵母や動物細胞用の Lysis を基本とする市販のキットをそのまま使用
するだけでは DNA および RNA が十分に抽出されなかったが、ジルコニアビーズ
による破砕を行うことによって安定的に抽出することが可能であった。これは、適
度な破砕が糸状菌の強固な細胞壁を破壊して、抽出効率が増加したためと考えられ
る。得られた RNA から cDNA を作製して L-25 株の MnP 遺伝子の塩基配列を解析
したところ、P. chrysosporium よりも Bjerkandera 属に非常に近いことが明らかとな
った。さらに、real-time RT-PCR 法により遺伝子発現解析を行った結果、L-フェニ
ルアラニンによる MnP 生産の阻害は遺伝子転写レベルで、NH4+による阻害は翻訳
レベルで起こっていることが明らかとなった。また、L-フェニルアラニン添加時に
L-phenylalanine ammonia-lyase 遺伝子の発現量が増加しなかったことからも、L-フェ
ニルアラニンによる MnP 生産の阻害と NH4+による阻害のメカニズムは異なり、L-
フェニルアラニンによる阻害には L-phenylalanine ammonia-lyase 以外の経路が関与
している可能性が高いと考えられる。 
本研究により新たに発生した課題および残された課題を以下に記す。まずは、低
コストでの MnP 生産を実現するために、じゃがいも加工廃水による培養の最適化
を行うことが挙げられる。本実験のグルコース濃度範囲内では基質阻害がみられな
かったため、さらにグルコースを添加することにより MnP 生産性の向上が見込め
る。次に、MnP 生産の誘導・阻害メカニズムの更なる解明が望まれる。本研究に
より L-25 株の遺伝子発現解析方法がほぼ確立できたため、今後は別のアミノ酸な
どの添加物の影響についても詳細に検討していくことにより、食品加工廃棄物など
の低コスト培養原料の利用や変異による MnP 高生産株の取得などに役立つ情報と
なると考えられる。特に、じゃがいも加工廃水中に最も多く含まれていた L-チロ
シンは、MnP 生産を阻害したのに対して細胞外タンパク質濃度を増加させたこと
から、他のタンパク質合成経路を誘導していると考えられるため、それを特定する
ことが重要となるだろう。本研究が MnP の大量生産技術の開発につながり、延い
ては環境にやさしいバイオプロセスの実用化へつながる一助となれば幸いである。 
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